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H&E Hematoxilin and Eosin K21 
 
コンパートメント間の移行速
度定数（抹消→中心） HPLC  
 
High Performance Liquid 
Chromatography Kel 消失速度定数 
ISDN Isosorbide dinitrate Ko/w n-オクタノール／水分配係数 






MRM Multiple Reaction Monitoring P みかけの皮膚透過係数 
NR Nicorandil Psc 角層の透過係数 
Ptot 皮膚全層の透過係数 OECD 
 
Organization for Economic 
Co-operation and Development Pul 角層より下層の透過係数 
SC Stratum corneum R 皮膚の抵抗 
SD Sprague-Dawley r 相関係数 
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skin 
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V1 中心コンパートメントの分布
容積 
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V2 末梢コンパートメントの分布 
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位により皮膚バリア能に差があると報告されており 3-16)、薬物の in vitro ヒト皮
膚透過性は個体間および個体内変動が大きいと報告されている 3, 12, 13)。現在、国
内では外用剤の製剤設計に摘出ヒト皮膚の代替として摘出実験動物皮膚、3 次元
培養ヒト皮膚モデルおよび人工膜を用いた in vitro 透過試験が広く実施されてい
る 17-21)。 
実験動物皮膚としては、マウス、ラット、モルモットおよびブタ等の皮膚が
広く使用されている 3, 5, 6, 9, 22-26)。それらの実験動物皮膚の中で、ヘアレスマウス
およびヘアレスラット皮膚は、実験の操作性も良く、除毛が簡単であることか
ら in vitro 透過試験に広く使用されている 9, 27-29)。また、近年、ブタ皮膚はヘア
レスマウスおよびヘアレスラット皮膚と比較してヒト皮膚透過性に近いことか
らヒト皮膚透過性の予測に有用であると報告され 3, 11, 30-37)、ブタ皮膚を用いた薬
物の in vitro 透過試験が多く実施されている 3, 38-43)。さらに大変興味深いことに、
薬物の in vitro 実験動物皮膚透過性の個体間変動はヒト皮膚透過性の個体間変動
2 
より小さく、実験動物皮膚を用いた in vitro 透過試験は薬物の皮膚透過性を精度
良く評価できるとの報告がある 3, 14, 15)。このように、多くの研究者がヒト皮膚の
代替として実験動物皮膚を用いた薬物の in vitro 透過性を検討してきたが、残念
なことに現在までにそれらのデータを用いた in vivo ヒト経皮吸収性の予測法は
十分に確立していない。そのため、薬物の in vitro 皮膚透過試験に使用する皮膚
の選定基準は不明瞭であり、in vivo ヒト経皮吸収性をより精度良く、より効率
的に予測できる新たな in vitro 皮膚透過試験の方法論の確立が期待されている。 
医薬品開発の前臨床段階において使用されている動物の中で Sprague-Dawley
（SD）ラットは、in vivo 薬理、毒性および薬物動態研究に広く使用され、最も
多くの情報が得られている動物である 25, 44-47)。ヘアレスラット皮膚が in vitro 皮
膚透過試験に用いられるのと同様に、SD ラットは in vivo 経皮吸収試験に多く使
用されている。しかし、SD ラットを in vitro 皮膚透過試験に使用する場合には、
SD ラット皮膚に損傷を与えず除毛をする必要があるが、その操作は非常に難し
い。そのため、SD ラット皮膚は in vitro 透過試験にはあまり使用されていない。






て YMP 皮膚がヒト皮膚透過性の予測に有用であると報告されている 22, 35, 37)。こ
の YMP 皮膚は、現在、国内において日本チャールス・リバー株式会社より安定
供給されており、実験動物皮膚として使用が可能である。これらのことから、
SD ラットおよび YMP 皮膚がヒト皮膚の代替皮膚として使用できると考えられ
3 
たが、これら皮膚に関する薬物の in vitro 透過性の情報は十分ではない。そのた












薬物の in vitro 皮膚透過性から in vivo ヒト経皮吸収性を正確に予測するには、
in vitro 皮膚透過試験に使用する皮膚厚が重要ポイントになる。現在、国内で実
施されている in vitro 皮膚透過試験では主に intact skin（full-thickness skin）を使
用している。しかしながら、2004 年の OECD ガイドライン 48) では、化学物質
の皮膚透過性を評価する目的として in vitro 皮膚透過試験を実施する際に使用す
る皮膚は、皮膚厚の影響を受けにくい厚さ約 1 mm 以下の皮膚が望ましいと述べ
られている。また、皮膚表面から毛細血管までの距離はラットでは約 0.05 mm、
ヒトでは約 0.2 mm と報告されている 49-51)。さらに、ヒト皮膚を用いた in vitro
透過試験において真皮が薬物の皮膚透過性に影響しているとの報告もある 52-57)。
そのため、intact skin を用いた薬物の in vitro 透過試験は、in vivo 条件と異なっ
ていると考えられる。したがって、薬物の in vitro 実験動物皮膚透過性から in vivo
4 
ヒト経皮吸収性を予測するためには、厚さの異なる実験動物皮膚を介した薬物
の in vitro 透過性を定量的に評価する必要がある。 
TTS の製剤設計において、TTS をヒトに適用後の血中濃度を予測するには、in 
vivo ヒト試験を実施することが最も有効な手段と考えられるが、開発の初期段階
では薬物の毒性や副作用の問題から in vivo ヒト試験は実施することは出来ない。
また、ヒト皮膚を用いた in vitro 透過パラメータからのヒト血中濃度推移の予測
は、前述したようにヒト皮膚の入手が困難であり、透過性の変動も問題となる
ため、ヒト皮膚の代替皮膚を用いた検討が必要となっている。TTS を摘出実験
動物皮膚に適用して得た in vitro 透過パラメータから TTS をヒトに適用した後の
血中濃度推移の予測が可能となれば、TTS の開発期間は飛躍的に短縮できると
考えられ、その予測法の確立が期待される。  
これらのことを背景として本研究では、薬物の in vivo ヒト経皮吸収性を予測
するための動物皮膚の有用性について、SD ラットおよび YMP 皮膚を用いて検
討した。さらに、in vitro YMP 皮膚透過パラメータからヒト血中濃度推移の予測
性に関して研究を展開した。第 1 編では皮膚厚を調整した SD ラットまたは YMP
皮膚を介した 3 種のモデル薬物の透過性における皮膚厚の影響を検討した。第 2
編・第 1 章では第 1 編と同じモデル 3 薬物の in vitro ヒト皮膚透過試験を実施し、
ヒト皮膚の個体内および個体間変動を検証した。第 2 章ではモデル 3 薬物の in 
vitro SD ラット皮膚透過試験を実施し、第 1 章で検討したヒト皮膚と SD ラット
皮膚との個体間変動を比較した。さらに、in vitro SD ラット皮膚透過性からヒト
皮膚透過性の予測性について検討した。第 3 章ではモデル 3 薬物の in vitro YMP
皮膚透過試験を実施し、第 2 章と同様に第 1 章で検討したヒト皮膚と YMP 皮膚
との個体内および個体間変動を比較した。さらに、in vitro YMP 皮膚透過性から
ヒト皮膚透過性の予測性について検討した。第 3 編では第 1 および 2 編の結果
5 
より皮膚厚 0.4 mm に調整した split (0.4 mm) YMP skin を用いて市販 TTS の in 
vitro 透過試験を実施し、得られた薬物の in vitro YMP 皮膚透過パラメータから
TTS をヒトに適用した後の血中濃度推移を予測した。 
なお、第 1 および 2 編の検討で使用したモデル 3 薬物は、物理化学的性質（log 
Ko/w）が異なるニコランジル（NR）、硝酸イソソルビド（ISDN）およびフルルビ
プロフェン（FP）である（Table 1）。また、第 3 編では、既に Nicotinell® TTS® 20





第 1 編 薬物の in vitro SD ラットまたは YMP 皮膚透過性に
おける皮膚厚の影響 58) 
 
国内では外用剤の製剤設計に摘出実験動物皮膚を用いた in vitro 透過試験が
広く行われている 17-21)。摘出実験動物皮膚としては、マウス、ラット、モルモ
ットおよびブタ等の皮膚が使用されている 3, 5, 6, 9, 22-26)。多くの研究者がヒト皮膚
の代替として実験動物皮膚を介した薬物の in vitro 透過性を検討してきたが、残
念なことに現在までにそれらのデータを用いた in vivo ヒト経皮吸収性の予測法
は十分に確立していない。そのため、薬物の in vitro 皮膚透過試験に使用する皮
膚の選定基準は不明瞭であり、in vivo ヒト経皮吸収性をより精度良く、より効
率的に予測できる新たな in vitro 皮膚透過試験の方法論の確立が期待されている。 




trypsin-isolated stratum corneum、heated-separated epidermis、dermis-split skin（split 






（underlying layer: UL）に存在する角層より親水性の高い viable epidermis, dermis
7 
および hypodermis により構成されている。薬物の透過速度は、角層を剥離した
stripped skin に対し intact skin を介した場合は非常に小さく、薬物の皮膚透過性
において角層が主なバリア能として考えられている。しかし、最近、in vitro ヒ
ト皮膚透過性研究において viable epidermis and dermis（VED）が透過バリア能と
して作用し、真皮厚が透過性に影響している薬物も存在すると報告されている
56, 59)。さらに数名の研究者は、脂溶性薬物の in vitro 皮膚透過速度と in vivo 経
皮吸収性との比較において、epidermis を介した薬物の in vitro 透過速度では過大
評価となり、intact skin を介した薬物の in vitro 透過速度では過小評価になると報
告している 52-55, 60-62)。したがって、in vivo ヒト経皮吸収性を反映した試験を実
施するためには皮膚厚の影響を明らかにする必要がある。 
緒言で述べたように、著者は SD ラットおよび YMP 皮膚がヒト皮膚の代替皮
膚として有用性が高い実験動物と考え、これら皮膚を用いた薬物の in vitro 皮膚
透過試験法を確立したいと考えている。しかしながら、これら皮膚に関する薬
物の in vitro 透過性の情報は十分ではなく、今までにこれら皮膚を介した in vitro
透過性における皮膚厚の影響を検討した報告はほとんどない。そのため、SD ラ
ットおよび YMP 皮膚を用いた in vitro 透過試験法を確立する一環として、薬物
の SD ラットおよび YMP 皮膚透過性における皮膚厚の影響を明らかにする必要
がある。 




種々の厚さを持つ SD ラットまたは YMP 皮膚[intact skin、dermis-split skin（split 
skin）、stratum corneum-stripped skin（stripped skin）または stratum corneum-stripped 
8 
and dermis-split skin（stripped/split skin）]を介したモデル 3 薬物の in vitro 透過性
を評価した。これら薬物の in vitro SD ラットおよび YMP 皮膚透過性から薬物の
in vivo ヒト経皮吸収性を予測するために用いるべき皮膚厚について考察した。 
9 
第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 NR、ISDN および FP は Toronto Research Chemicals Inc. （North York, ON, 
Canada）、Alexis Corporation （San Diego, CA, U.S.A．）および Sigma-Aldrich Co. (St. 
Louis, MO, U.S.A．）から購入した（Table 1）。その他の試薬類はすべて試薬特級
品を購入して使用した。 
 








Nicorandil (NR) 211.17 39.6 -1.02
Isosorbide dinitrate (ISDN) 236.14 1.34 1.34






a): Hatanaka et al. 20) 
b): Solubility in water at 37 ºC 













2. SD ラット皮膚の調製 
 すべての動物飼育および実験は大正製薬株式会社動物実験規定に従って行っ
た。SD 系雄性ラット（8 週齢）は 日本チャールス・リバー株式会社（厚木市，
神奈川）より購入し、in vitro 皮膚透過試験に使用した。 
 SD ラットをジエチルエーテル麻酔下にて安楽死させ、皮膚に傷をつけないよ
うに注意深く背部の毛を剃った。皮膚の採取部位は、その中心を SD ラットの耳
から尾方向に 7 ± 1 cm とし、1 匹の SD ラットから直径約 3 cm の円状皮膚また
は 4 cm × 4 cm の四角形の皮膚１枚を摘出した。摘出したラット皮膚の皮下脂肪
を手術用ハミで除去して調製した（intact SD rat skin）。Intact SD rat skin の皮膚厚
をダイヤルシックネスゲージ（Model H; 株式会社尾崎製作所, 東京）により測
定した（intact SD rat skin の皮膚厚: 1.18 ± 0.04 mm）。また、4 cm × 4 cm の四角形
の intact SD rat skinを電動ダーマトーム（Model B; Padgett Instruments, Inc., Kansas, 
MO, U.S.A.）により、皮膚厚が約 0.4 または 0.9 mm になるように角層より下層
をスプリットし（Fig. 1）、手術用ハサミにより直径約 3 cm の円状の split SD rat 
skin を調製した（split SD rat skin 0.4 および 0.9 mm の皮膚厚: 0.41 ± 0.02 および
0.85 ± 0.04 mm 製後の intact および split SD rat skin はアルミ箔に包みビニール袋
で密閉して使用するまで -80℃で保存した。また、冷凍保存していた intact およ
び split SD rat skin を透過試験開始前に 32℃に設定した CO2 インキュベータ（湿
度: 80 ± 10%）内で解凍した（15 分間）。Stripped および stripped/split SD rat skin
は、intact および split SD rat skin の角層をセロテープ（幅 30 mm, ニチバン株式
会社, 東京）で 10 回 テープストリッピングにより剥離して作製した。 これら








































3. YMP 皮膚の調製  
凍結 YMP 皮膚セット（雌性，5 ヶ月）は日本チャールス・リバー株式会社よ
り購入し、使用するまで -80℃で保存した。本編では、凍結 YMP 皮膚 2 セット
の YMP 背部皮膚シート（L-1、L-5、R-1 および R-5）を in vitro 皮膚透過試験に
使用した。また、3 セットの YMP 肩部、背部、腹部および腰部皮膚 16 シートを
皮膚厚の測定に使用した（Fig. 2）。 
冷凍保存していた YMP 皮膚シート（10 cm × 10 cm）を 32℃に設定した CO2 イ
ンキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で解凍した（15 分間）。次いで皮下脂肪を除
去して intact YMP skin を調製した。YMP 皮膚シートの中央部と 4 角の 5 カ所の
皮膚厚をダイヤルシックネスゲージにより測定した。また、intact YMP skin を電
動ダーマトームにより、皮膚厚が約 0.4、0.9、または 1.8 mm になるように角層
より下層をスプリットし（Fig. 3）、split YMP skin を調製した。各 YMP 皮膚シー
ト１枚から約 2.5 cm × 2.5 cm サイズの intact または split YMP skin サンプル 9
枚を調製した。Intact および split YMP skin の厚さは、ダイヤルシックネスゲー
ジにより測定した。Intact YMP skin の厚さは 2.75 ± 0.05 mm、split YMP skin（0.4、
0.9および1.8 mm）の厚さはそれぞれ0.44 ± 0.03、0.89 ± 0.07および1.75 ± 0.08 mm
であった。Intact および split YMP skin は生理食塩液に湿らせたペーパタオル上
に表皮側を上にして置き、気密容器に入れ 4℃で約 16 時間保存した。 
また、intact および split YMP skin（0.4、0.9 または 1.8 mm）を透過試験の開始
前に 32℃に設定した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で平衡化した（15
分間）。Stripped YMP skin と stripped/split YMP skin は、intact および split YMP skin
の角層をセロハンテープで 30 回 テープストリッピングすることにより剥離し
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Fig. 2   Constituents of each YMP skin set. 
        Shoulder: L- and R-shoulder skin sheets. 
        Dorsal: L-1, L-3, L-5, R-1, R-3 and R-5 dorsal skin sheets. 
        Abdominal: L-2, L-4, L-6, R-2, R-4 and R-6 abdominal skin sheets. 














































4. 縦型拡散セルを用いた in vitro 皮膚透過試験 
縦型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2，直径: 1.1 cm）63) を in vitro 透過試験に使
用した（Fig. 4）。NR、ISDN または FP 溶液（30 mg/mL）は、水/エタノール混液
（3/1, v/v）にて溶解して調製した。  
縦型拡散セルのレシーバーチャンバーに解凍した SD ラットまたは YMP 皮膚
（intact、split、stripped または stripped/split skin）の表皮側を上にして装着し、レ
シーバーチャンバー内に 32℃に加温した蒸留水または pH7.4、0.1 M リン酸緩衝
液 3.2 mL を添加した。皮膚の表皮側に薬物溶液 5.0 μL 塗布した後、拡散セルは
直ちに 32℃の CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）に入れ、レシーバー相を
マグネチックスターラーで撹拌した。SD ラットおよび YMP の intact および split 
skinに関しては塗布後 10および 24時間まで、strippedおよび stripped/ split skin に
関しては 4 または 6 時間および 4 または 12 時間まで経時的に 1 または 2 mL の
レシーバー溶液を採取し、同時に同容量の 32 ℃に保温した蒸留水または pH7.4、

















Fig. 4  Experimental set-up for in vitro skin permeation study using vertical 
diffusion cell. 
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5.  NR および FP の濃度測定法 
 経時的に採取したレシーバー溶液 50 μL に内部標準物質[NR 分析用としてプ
ロプラノロール（0.25 μg/mL）、FP 分析用としてフロセミド（0.25 μg/mL）]を含
んだアセトニトリル/メタノール混液（9/1, v/v）200 μL を加え、混合し、遠心分
離（4℃, 3,600×g, 10 分間）した。その上清 5.0 μL を液体クロマトグラフィ－タ
ンデム質量分析計（LC-MS/MS）の測定試料とした。 
LC-MS/MS は HP1100 binary pump（Agilent Technologies, Palo Alto, CA, U.S.A.）、
CTC-PAL autosampler（CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland）と API3000（AB 
Sciex, Foster City, CA, U.S.A.）を用いた。 
NR および FP の分析条件は、分析カラムとして Shim-pack XR-ODS（2.2 µm, 3.0 
× 30 mm; 島津製作所, 京都）を用い、カラム温度は 50℃とした。移動相として
0.1%ギ酸水溶液（A）とアセトニトリル（B）を使用し、以下のグラジエント条
件で溶離した。0－1.00 分: 移動相 B（2% → 98%, linear rgradient）、1.01－2.00
分: 移動相 B（98%）、2.01－2.50 分: 移動相 B（2%）、流速は 1.3 mL/min とした。
イオン化法は Electrospray ionization（ESI）法で行い、NR はポジティブイオンモ
ード、FP はネガティブイオンモードで検出した。NR のモニタリングイオンは
m/z 212 → m/z 136、プロプラノロールのモニタリングイオンは m/z 260 → m/z 
116、FP のモニタリングイオンは m/z 243 → m/z 192、フロセミドのモニタリング
イオンは m/z 329 →m/z 205とした。 NRおよびFP濃度測定の検量線範囲は0.003
～10 μg/mL であった。 
 
6.  ISDN の濃度測定法 
経時的に採取したレシーバー溶液 250 μL にアセトニトリル/メタノール混液
（9/1, v/v）100 μL を加え、混合し、遠心分離（4℃, 3,600×g, 10 分間）した。そ
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の上清 10 μL を高速液体クロマトグラフィ（HPLC）の測定試料とした。 
ポンプは LC-10ADvp（島津製作所 , 京都）、オートインジェクターは
SIL-10ADvp（同）、UV 検出器は SPD-10ADvp（同）を用いた。 
ISDN の分析条件は分析カラムとして Capcell Pack C18 UG120（5 µm, 4.6 × 150 
mm; 資生堂, 東京）を用い、UV 波長は 210 nm、カラム温度は 40℃とした。移
動相として 0.1% リン酸水溶液/アセトニトリル（60/40, v/v）を使用し、流速は
1.0 mL/min とした。ISDN 濃度測定の量線範囲は 0.1～100 μg/mL であった。 
 
7. 皮膚切片の調製 
 各 YMP 皮膚シート（L-shoulder、L-1、L-2、L-3、L-5 および L-hip）から各
YMP 皮膚切片を準備し、直ちに 10%ホルマリン中性緩衝液で固定し、パラフィ
ンで包埋した。次に、パラフィン標本（5.0 µm）を作製し、H&E 染色を行った。
染色した標本は光学顕微鏡（Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena, Germany) で皮膚の表皮
および真皮を観察した 4, 9, 64)。さらに各 YMP 皮膚切片の角層厚は電子顕微鏡下
でマイクロメータを用いて測定した。 
 
8. データ解析  




P = J/C0                              （1） 
C0 は皮膚に塗布した NR、ISDN または FP の初濃度である。 
 全皮膚、角層（SC）および角層より下層（UL）を介した薬物の透過係数は Ptot、 
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Pscおよび Pulである。皮膚バリア能である抵抗（R）は透過係数の逆数（1/P）と
して算出され、全皮膚、角層および角層より下層の抵抗は Rtot、Rsc および Rulと
なる。Rtotは次式（2）により表される。 
 Rtot = Rsc + Rul = 1/Ptot = 1/Psc + 1/Pul                   （2） 
 
9. 統計解析  
In vitro 皮膚透過試験から得られたすべたのデータは、3 例の平均 ± 標準偏差
（Mean ± S.D.）により表記した。  
In vitro 皮膚透過試験で算出された透過速度および Lag time の統計解析は、パ
ラメトリックDunnettまたはWelch test（Bonferroni法による多重比較）を行った。
統計的な有意差は p<0.05 とした（Bonferroni 法: SD ラット皮膚は p<0.025、 YMP
皮膚は p<0.017）。また、皮膚厚と Rulの相関関係は、直線回帰分析により評価し













第 2 節 結果 
 
1. Intact または split SD rat skin を介したモデル 3 薬物の透過プロファイル  
 Intact、split (0.4 mm) および split (0.9 mm) rat skin を用いてモデル 3 薬物の皮
膚透過性における皮膚厚の影響を評価した。Intact または split SD rat skin を透過
したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）の時間に対する累積皮膚透過量を Fig. 
5（A、B、C）に示す。さらに、intact または split SD rat skin を介したモデル 3
薬物の透過速度および Lag time を Table 2 に示す。 
透過試験の開始後 10 時間までに split (0.4 mm) SD rat skin を介した NR、ISDN
および FP の透過量は皮膚に塗布した初期量のそれぞれ約 23%、79%および 25%
であった。ISDN の透過速度は NR および FP より大きかった。Split (0.4 mm) SD 
rat skin を介した NR、ISDN および FP の透過速度は intact rat skin を介した透過
速度のそれぞれ約 1.20、1.19 および 1.29 倍であった。モデル 3 薬物の透過速度
は皮膚厚の減少に伴って増加したが、統計的な有意差はなかった。 
Split (0.4 mm) SD rat skin における NR、ISDN および FP の Lag time は intact SD 
rat skin における各薬物のそれぞれ約 0.12、0.23 および 0.01 倍であった。Lag time
に関する統計的な有意差は intact SD rat skin と split (0.4 mm) SD rat skin 間（NR: 
p<0.05、ISDN: p<0.05、FP: p<0.025）および intact SD rat skin と split (0.9 mm) SD rat 
skin 間（ISDN: p<0.05、FP: p<0.025）に認められた。すなわち、モデル 3 薬物の

































































































































































Fig. 5  Time course for the cumulative amounts of NR, ISDN and FP through 
intact, split, stripped or stripped/split SD rat skin (skin thickness: 0.4, 0.9 or 1.2 
mm). Each value represents the mean ± S.D. (n=3). Intact and split SD rat skin: 









Table 2  Permeation rates and lag times of NR, ISDN and FP through intact, split, 
stripped or stripped/split SD rat skin (skin thickness: 0.4, 0.9 or 1.2 mm) 
Intact 1.2 2.95 ± 0.66 2.68 ± 1.31
Split 0.9 3.32 ± 0.55 1.14 ± 0.80
Split 0.4 3.53 ± 0.64 0.32 ± 0.33*
Stripped 1.2 70.0 ± 7.7 0.24 ± 0.01
Stripped/split 0.9 120 ± 14* 0.08 ± 0.08*
Stripped/split 0.4 327 ± 22*** 0.04 ± 0.03**
Intact 1.2 15.6 ± 1.6 0.71 ± 0.18
Split 0.9 18.4 ± 3.7 0.23 ± 0.11*
Split 0.4 18.5 ± 3.1 0.16 ± 0.28*
Stripped 1.2 52.4 ± 5.5 0.32 ± 0.06
Stripped/split 0.9 130 ± 12* 0.07 ± 0.06**
Stripped/split 0.4 413 ± 42*** 0.01 ± 0.02***
Intact 1.2 3.61 ± 1.30 3.31 ± 0.64
Split 0.9 4.31 ± 0.41 0.63 ± 0.24#
Split 0.4 4.66 ± 1.11 0.03 ± 0.03#
Stripped 1.2 15.9 ± 0.7 0.77 ± 0.16
Stripped/split 0.9 36.8 ± 1.1### 0.35 ± 0.04











Each value represents the mean ± S.D. (n=3). 
* p<0.05, ** p< 0.01 and *** p<0.001 compared with inatact or stripped SD rat skin 
for each drug using Dunnett tests. 
# p<0.025 and ### p<0.0005 compared with intact or stripped SD rat skin for FP 










2. Stripped または stripped/split SD rat skin を介したモデル 3 薬物の透過プロ
ファイル 
Stripped、stripped/split (0.4 mm) および stripped/split (0.9 mm) SD rat skin を用い
てモデル 3 薬物の皮膚透過性における皮膚厚の影響を評価した。Stripped SD rat 
skin または stripped/split SD rat skin を介したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）
の累積皮膚透過量を Fig. 5（D、E、F）に示す。さらに、stripped SD rat skin また
は stripped/split SD rat skin を介したモデル 3 薬物の透過速度および Lag time を
Table 2 に示す。 
透過試験開始後 1 時間までに stripped/split (0.4 mm) SD rat skin を介した NR、
ISDN および FP の透過量は、皮膚に塗布した初期量のそれぞれ約 80%、91% お
よび 76%であった。ISDN の透過速度は、NR および FP より大きかった。
Stripped/split (0.4 mm) SD rat skin を介した NR、ISDN および FP の透過速度は、
stripped SD rat skin を介した透過速度のそれぞれ約 4.67、7.88 および 11.01 倍で
あった。透過速度に関する統計的な有意差が stripped SD rat skin と stripped/split 
(0.4 mm) SD rat skin 間（NR: p<0.001、ISDN: p<0.001、FP: p<0.025）および stripped 
SD rat skin と stripped/split (0.9 mm) SD rat skin 間（NR: p<0.05、ISDN: p<0.05、FP: 
p<0.0025）に認められた。すなわち、モデル 3 薬物の透過速度は皮膚厚の減少に
伴って増加した。 
Stripped/split (0.4 mm) SD rat skin における NR、ISDN および FP の Lag time は
stripped SD rat skin における Lag time のそれぞれ約 0.17、0.03 および 0.01 倍であ
った。Lag time に関する統計的な有意差は stripped SD rat skin と stripped/split (0.4 
mm) SD rat skin 間（NR: p<0.01、ISDN: p<0.001、FP: p<0.025）および stripped SD 
rat skin と stripped/split (0.9mm) SD rat skin 間（NR: p<0.05、ISDN: p<0.01）に認め




3．YMP 皮膚の特徴  
YMP皮膚 3セットにおける各YMP皮膚シートの中央部の厚さ（full-thickness）
を Table 3 に示す。YMP 背部皮膚（L-1、L-3、L-5、R-1、R-3 および R-5; Fig. 2）
の厚さは一定で約 3.0 mm であり、四隅の厚さも約 3.0 mm と中央部と同じであ
った。一方、YMP 肩部、腹部および腰部皮膚（L-shoulder、L-2、L-4、L-6、L-hip、
R-2、R-4 および R-hip; Fig. 2）の厚さは 1.9～2.5 mm であった。また、YMP 肩部、
腹部および腰部皮膚の四隅の厚さは一定ではなく、これら四隅の皮膚厚の差（最
大皮膚厚－最小皮膚厚）は 0.6～1.3 mm であった。YMP 皮膚シートの厚さは部
位（背部、肩部、腹部および腰部皮膚）により異なっていた。このことから以
後の透過試験においては、背部皮膚を用いた。 
YMP 皮膚切片（L-shoulder、L-1、L-2、L-3、L-5 および L-hip）の組織標本を
Fig. 6 に示す。YMP 皮膚の凍結および解凍によるダメージは認められなかった。











Table 3  The regional difference of full-thickness of each YMP skin 
L-shoulder 2.77 ± 0.15 R-shoulder 2.38 ± 0.07
L-1 3.33 ± 0.21 R-1 3.29 ± 0.24
L-2 2.50 ± 0.42 R-2 2.09 ± 0.25
L-3 3.17 ± 0.35 R-3 3.15 ± 0.10
L-4 1.92 ± 0.42 R-4 1.87 ± 0.34
L-5 3.01 ± 0.44 R-5 3.40 ± 0.49
L-6 1.98 ± 0.50 R-6 2.08 ± 0.21






Each value represents the mean ± S.D. (n=3 for YMP skin). 
Full-thickness of each YMP skin was measured in the center of each YMP skin 
sheet of three YMP skin sets.    
Shoulder: L- and R-shoulder skin sheets. 
Dorsal: L-1, L-3, L-5, R-1, R-3 and R-5 dorsal skin sheets.   
Abdominal: L-2, L-4, L-6, R-2, R-4 and R-6 abdominal skin sheets. 
























Fig. 6  H&E staining of YMP skin sections (L-shoulder, L-1, L-2, L-3, L-5 and 
L-hip; Fig. 2) immediately after thawing. The scale of rule indicates 10 µm. 














4. Intact または split YMP skin を介したモデル 3 薬物の透過プロファイル  
Intact、split (0.4 mm)、split (0.9 mm) および split (1.8 mm) YMP skin を用いてモ
デル 3 薬物の皮膚透過性における皮膚厚の影響を評価した。Intact または split 
YMP skin を介したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）の累積透過量を Fig. 7
（A、B、C）に示す。さらに、intact または split YMP skin を介したモデル 3 薬
物の透過速度および Lag time を Table 4 に示す。 
透過試験開始後 10 時間までに split (0.4 mm) YMP skin を介した NR、ISDN お
よび FP の透過量は、皮膚に塗布した初期量のそれぞれ約 22%、74%および 21%
であった。ISDN の透過速度は NR および FP より大きかった。Split (0.4 mm) YMP 
skin を介した NR、ISDN および FP の透過速度は intact YMP skin を介した各薬
物のそれぞれ約 2.28、2.05 および 2.79 倍であった。透過速度に関する統計的な
有意差は intact YMP skinと split (0.4 mm) YMP skin間（NR: p<0.05、ISDN: p<0.01、
FP: p<0.05）、intact YMP skin と split (0.9 mm) YMP skin 間（NR: p<0.05、ISDN: 
p<0.01、FP: p<0.05）に認められた。すなわち、モデル 3 薬物の透過速度は皮膚
厚の減少に伴って増加した。 
Split (0.4 mm) YMP skin における NR、ISDN および FP の Lag time は intact YMP 
skin における各薬物のそれぞれ約 0.28、0.10 および 0.23 倍であった。Lag time
に関する統計的な有意差は intact YMP skin と split (0.4 mm) YMP skin 間（NR: 
p<0.01、ISDN: p<0.001、FP: p<0.001）、intact YMP skin と split (0.9 mm) YMP skin
間（NR: p<0.01、ISDN: p<0.001、FP: p<0.001）および intact YMP skin と split (1.8 
mm) YMP skin 間（ISDN: p<0.001）に認められた。すなわち、モデル 3 薬物の










































































































































































Fig. 7  Time course for the cumulative amounts of NR, ISDN and FP through split, 
intact, stripped/split or stripped YMP skin (skin thickness: 0.4, 0.9, 1.8 or 2.8 mm). 
Each value represents the mean ± S.D. (n=3). Intact and split YMP skin: (A), (B) 











Table 4  Permeation rates and lag times of NR, ISDN and FP through intact, split, 
stripped or stripped/split YMP skin (Skin thickness: 0.4, 0.9, 1.8 or 2.8 mm)  
Intact 2.8 1.76 ± 0.20 6.89 ± 0.48
Split 1.8 2.39 ± 0.65 4.72 ± 1.92
Split 0.9 3.88 ± 1.15* 1.54 ± 1.40**
Split 0.4 4.01 ± 0.38* 1.92 ± 0.29**
Stripped 2.8 7.37 ± 3.15 1.17 ± 0.23
Stripped/split 1.8 15.0 ± 0.2 0.46 ± 0.14***
Stripped/split 0.9 45.4 ± 14.0 0.24 ± 0.09***
Stripped/split 0.4 137 ± 11## 0.02 ± 0.02***
Intact 2.8 6.04 ± 0.75 3.45 ± 0.23
Split 1.8 8.05 ± 1.63 1.19 ± 0.47***
Split 0.9 13.3 ± 2.9** 0.36 ± 0.14***
Split 0.4 12.4 ± 1.6** 0.34 ± 0.44***
Stripped 2.8 12.5 ± 2.4 1.63 ± 0.27
Stripped/split 1.8 20.1 ± 4.0 0.51 ± 0.15#
Stripped/split 0.9 56.2 ± 6.3# 0.05 ± 0.05#
Stripped/split 0.4 147 ± 25# 0.02 ± 0.02#
Intact 2.8 1.49 ± 0.09 8.08 ± 0.62
Split 1.8 2.45 ± 0.39 7.38 ± 0.52
Split 0.9 3.78 ± 1.10* 2.89 ± 0.63***
Split 0.4 4.16 ± 1.27* 1.86 ± 0.42***
Stripped 2.8 2.86 ± 0.36 3.70 ± 0.52
Stripped/split 1.8 6.75 ± 0.28## 1.14 ± 0.58#
Stripped/split 0.9 14.0 ± 0.9## 0.38 ± 0.22#








Drug Skin thickness(mm)Skin type
 
Each value represents the mean ± S.D. (N=3). 
* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 compared with intact YMP skin for each drug 
using Dunnett tests. 
# p<0.017 and ## p<0.003 compared with stripped YMP skin for each drug using 








5. Stripped または stripped/dermis-split YMP skinを介したモデル3薬物の透過
プロファイル 
Stripped、stripped/split (0.4 mm)、stripped/split (0.9 mm) および stripped/split (1.8 
mm) YMP skin を用いてモデル 3 薬物の皮膚透過性における皮膚厚の影響を評価
した。Stripped または stripped/split YMP skin を介したモデル 3 薬物（NR、ISDN
または FP）の累積皮膚透過量を Fig. 7（D、E、F）に示す。また、Table 4 には
stripped または stripped/split YMP skin を介したモデル 3 薬物の透過速度および
Lag time を示す。 
透過試験開始後 1 時間までに stripped (0.4 mm) YMP skin を介した NR、ISDN
および FP の透過量は、皮膚に塗布した初期量のそれぞれ約 51%、62% および
44%であった。また、ISDN の透過速度は NR および FP より大きかった。
Stripped/split (0.4 mm) YMP skin を介した NR、ISDN および FP の透過速度は、
stripped YMP skin を介した透過速度のそれぞれ約 18.59、11.76 および 31.40 倍で
あった。透過速度に関する有意差は stripped YMP skin と stripped/split (0.4 mm) 
YMP skin 間（NR: p<0.003、ISDN: p<0.017、FP: p<0.017）、stripped YMP skin と
stripped/split (0.9 mm) YMP skin 間（ISDN: p<0.017、FP: p<0.003）および stripped 
YMP skin と stripped/split (1.8 mm) YMP skin 間（FP: p<0.003）に認められた。す
なわち、モデル 3 薬物の透過速度は皮膚厚の減少に伴って増加した。 
Stripped/split (0.4 mm) YMP skin における NR、ISDN および FP の Lag time は
stripped YMP skin における Lag time のそれぞれ約 0.02、0.01 および 0.04 倍であ
った。Lag time に関する統計的な有意な差は stripped YMP skin と stripped/split (0.4 
mm) YMP skin 間（NR: p<0.0003、ISDN: p<0.017、FP: p<0.017）、stripped YMP skin
と stripped/split (0.9 mm) YMP skin 間（NR: p<0.0003、ISDN: p<0.017、FP: p<0.017）
および stripped YMP skinと stripped/split (1.8 mm) YMP skin間（NR: p<0.003、ISDN: 
30 




 SD ラットまたは YMP 皮膚（全皮膚または角層より下層）を介したモデル 3
薬物の透過係数を Table 5 に示す。モデル 3 薬物の Ptot は皮膚厚の減少に伴って
増加した。さらに、モデル 3 薬物の Pul は皮膚厚の減少に伴って著しく増加した。 
Stripped SD rat skin、stripped/split SD rat skin、stripped YMP skin または
stripped/split YMP skin の平均皮膚厚とモデル 3 薬物の各 Rul の相関関係を Fig. 8
に、SD ラットまたは YMP 皮膚の角層より下層を介したモデル 3 薬物の Rul を
Table 5 に示す。決定係数（R2）は SD ラット皮膚で 0.938～0.984、YMP 皮膚で
0.980～0.998 を示した。Stripped SD rat skin、stripped/split SD rat skin、stripped YMP 
skin または stripped/split YMP skin の平均皮膚厚とモデル 3 薬物の各 Rul は良好な












Table 5  Resistances of NR, ISDN and FP in Each Skin Layer of SD Rat or YMP 
1.2 0.982 ± 0.221 2.33 ± 0.26 10.50 0.43 4.1
0.9 1.11 ± 0.18 4.00 ± 0.46 9.22 0.25 2.7
0.4 1.18 ± 0.21 10.9 ± 0.7 8.67 0.09 1.1
1.2 5.21 ± 0.53 1.75 ± 0.18 1.93 0.58 29.9
0.9 6.13 ± 1.25 4.34 ± 0.39 1.68 0.23 13.8
0.4 6.18 ± 1.02 13.8 ± 1.4 1.65 0.07 4.4
1.2 1.20 ± 0.43 0.531 ± 0.025 9.11 1.89 20.7
0.9 1.44 ± 0.14 1.23 ± 0.04 7.00 0.82 11.7
0.4 1.55 ± 0.37 5.84 ± 0.91 6.71 0.17 2.6
2.8 0.587 ± 0.066 0.246 ± 0.105 17.20 4.65 27.0
1.8 0.796 ± 0.216 0.500 ± 0.007 13.30 2.00 15.0
0.9 1.29 ± 0.38 1.51 ± 0.47 8.33 0.70 8.4
0.4 1.34 ± 0.13 4.56 ± 0.37 7.53 0.22 2.9
2.8 2.01 ± 0.25 0.418 ± 0.081 5.02 2.45 48.8
1.8 2.68 ± 0.54 0.671 ± 0.134 3.84 1.54 40.1
0.9 4.44 ± 0.97 1.87 ± 0.21 2.33 0.54 23.1
0.4 4.13 ± 0.52 4.90 ± 0.84 2.44 0.21 8.5
2.8 0.497 ± 0.029 0.0952 ± 0.0121 20.20 10.60 52.5
1.8 0.818 ± 0.129 0.225 ± 0.009 12.40 4.45 35.9
0.9 1.26 ± 0.37 0.466 ± 0.031 8.50 2.15 25.3





















Rtot and Rul represent the mean (n=3). 
Rtot : Resistances of intact or split skin (skin layers of stratum corneum, viable 
epidermis, dermis and hypodermis)． 




























(A) SD rat - NR
y = 0.414 x - 0.087















(D) YMP - NR
y = 1.844 x - 0.827















(E) YMP - ISDN
 
y = 0.960 x - 0.232















(F) YMP - FP
y = 4.150 x - 1.737
















(B) SD rat - ISDN
y = 0.598 x - 0.204















(C) SD rat - FP
y = 2.057 x - 0.754















Fig. 8  Relationship between resistances of NR, ISDN and FP through stripped 
or stripped/split SD rat or YMP skin and skin thickness. 
Each value represents the mean ± S.D. (n=3). 
SD rat skin thickness: 0.4, 0.9 or 1.2 mm. 





第 3 節 考察 
 
In vitro 皮膚透過試験を実施するにあたり、YMP 皮膚の特徴を明らかにした。
YMP 背部皮膚の皮膚厚はほぼ一定（約 3.0 mm）であったが、背部以外の部位で
は背部皮膚より薄く一定の厚さではなかった。角層厚は部位間で大きな違いは
なく約 20 μm であった。この角層厚は Fujii ら 22)の報告と一致していた。また、





研究から除外した。これらのことから、本研究では YMP 背部皮膚が in vitro 透
過試験に最も良いと考えられた。  
 Bronaugh ら 51)は、ヒト皮膚表面に塗布した薬物は皮膚表面から約 0.2 mm の
毛細血管から吸収されると報告している。また、数名の研究者が脂溶性薬物の
in vitro 皮膚透過速度と in vivo 経皮吸収性との比較において、epidermis を介した
薬物の in vitro 透過速度は過大評価となり、intact skin を介した薬物の in vitro 透
過速度は過小評価になると報告している 52, 53, 60, 61)。また、Sato ら 65)および
Kawamata ら 49)は、intact hairless rat skin を用いた in vitro 透過パラメータから
Nicorandil（ゲル）または GTS-21（TTS）を in vivo ヘアレスラットに適用した後
の血漿中薬物濃度を予測しているが、予測値と実測値（in vivo）に差異が認めら




検討では、intact skin より薄く、epidermis より厚い split skin を使用した。ラッ
トまたはヒト皮膚の厚みの調整に際し、電動ダーマトーム用いて皮膚厚を 0.25
～0.35 mm にすることを検討したが、皮膚に穴が開く場合があり使用できなかっ
た。そのため、in vitro 透過試験には最も薄い皮膚として皮膚厚 0.4 mm の split skin
を用いた。 
 Henning ら 56)は、in vitro 透過研究において intact human skin（皮膚厚: 2.02 mm）
または split human skin（皮膚厚: 0.55 mm）を介した脂溶性薬物である fulfenamic 
acid（log Ko/w: 3.9）の透過係数および Lag time の変動について報告している。Split 
human skinを介した fulfenamic acidの透過係数およびLag timeは intact human skin
に対してそれぞれ 5.2 および 0.1 倍であり、脂溶性薬物の in vitro ヒト皮膚透過性
における真皮厚の影響が認められている。 
一方、Wilkinson ら 57)は、in vitro ヒト皮膚透過試験において、異なる物理化学
特性を持つ 3 薬物[caffeine: -0.01（log Ko/w）、propoxur: 1.52（log Ko/w）、testosterone: 
3.32（log Ko/w）]の透過性と皮膚厚との関係を報告している。Split human skin（皮
膚厚：約 0.5 mm）を介したこれらの薬物の透過性は、皮膚が厚い intact human skin
（皮膚厚：約 1.0 mm）で低下している。さらに、Split human skin を介した cafeine
（親水性薬物）の最大透過速度および Lag time は intact human skin に対してそれ
ぞれ 2.4 および 0.8 倍となっている。すなわち彼らは、皮膚厚が親水性薬物の透
過性にも影響することを示した。これらの結果 56, 57) は本編の結果と一致してお
り、物理化学的性質の異なる薬物の in vitro 皮膚透過性における皮膚厚の影響は
YMP skin でも同様であると考えられた 56, 57)。 
全皮膚、角層および角層より下層を介した薬物の透過係数は Ptot、Psc および
Pulであり、透過係数の逆数（1/P）として算出される 66-68, 70)、全皮膚、角層およ
び角層より下層の抵抗は Rtot、Rsc および Rulである。Rulと皮膚厚との相関関係を
35 
明らかにするために、SD ラットまたは YMP 皮膚を介したモデル 3 薬物の抵抗
を皮膚厚に対してプロットした。その結果、モデル 3 薬物の皮膚厚と Rulとの間
に良好な相関関係（R2≧0.879）が認められた（Fig. 8）。さらに、YMP 皮膚におけ
る各薬物の傾きは SD ラット皮膚より大きく、YMP 皮膚において角層より下層
の単位厚さ当たりの抵抗が大きいことが示された。また、FP の傾きが 3 薬物の
中で一番大きく、角層より下層の抵抗が大きいことが示された。角層より下層
の抵抗は角層より下層の厚みの減少に伴って上昇し、0.4 mm において無視でき
る程度であり、0.4 mm の split skin を用いることで in vivo ヒト経皮吸収性を反映
した結果が得られると考えられた。 
Behl ら 69)は、stripped hairless mouse skin を介した薬物の抵抗は viable epidermis
でなく、dermis が主であると報告している。また、Ngawhirunpat ら 14)は stripped 
human skin を介した薬物の透過性の変化が真皮厚の変化と一致していると報告
している。本研究の結果は、これらに研究結果と一致している。 
 SD ラットにおいて、NR の Rul/Rtotは 1.1%～4.1%と低く、皮膚（角層より下層）
厚の減少に伴った変化は小さかった。一方、ISDN および FP の Rul/Rtot は、ISDN
では 4.4%～29.9%、FP では 2.6%～20.7%であった。ISDN および FP の Rul/Rtot は
皮膚（角層より下層）厚の減少に伴ってその値は大きく低下した。ISDN の Rul/Rtot 
は FP の Rul/Rtotと同程度であり、3 薬物における Rul/Rtotは ISDN = FP > NR の順
となった（Table 5）。YMP 皮膚において、NR、ISDN および FP の Rul/Rtotは、
NR では 2.9%～27.0%、ISDN では 8.5%～48.8%、FP では 4.3%～52.5%であり、
皮膚（角層より下層）厚の減少に伴ってその値は低下した。3 薬物における Rul/Rtot
は FP > ISDN > NR の順となった（Table 5）。 
これらの結果より、in vitro 皮膚透過試験において、SD ラットおよび YMP 皮
膚を介したモデル 3 薬物の透過性は皮膚（角層より下層）厚の減少に伴い上昇
36 
すること、また、0.4 mm の皮膚を用いることで Rulが小さくなることが示された。
したがって、in vivo ヒト経皮吸収速度の予測には、皮膚厚を 0.4 mm まで薄くし























第 4 節 小括 
 
In vitro 皮膚透過試験に使用する YMP 皮膚の特徴を明らかにした。YMP 背部
皮膚の皮膚厚は、ほぼ一定（約 3.0 mm）であったが、背部以外の部位では背部
皮膚より薄く一定の厚さではなかった。また、角層厚は部位間で大きな違いは
なく約 20 μm であった。YMP 皮膚を用いる場合、背部皮膚が in vitro 透過試験
に最も良いと考えられた。 
異なる物理化学的性質を持つモデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）用い、薬
物の皮膚透過性における皮膚厚の影響を in vitro SDラットおよびYMP 皮膚透過
試験により評価した。SDラットまたはYMP皮膚を介したモデル 3薬物の in vitro
透過性は皮膚（角層より下層）厚の減少に伴って上昇し、その変化は SD ラット
皮膚より YMP 皮膚が大きかった。 
以上より、in vivo では比較的浅い毛細血管に薬物が取り込まれることを考え
ると in vitro YMP 皮膚透過性から in vivo ヒト経皮吸収性を予測するためには、
皮膚（角層より下層）透過抵抗が無視可能な split (0.4 mm) YMP skin を使用する
ことが in vivo ヒト経皮吸収性を反映した結果を得る目的において最良の方法で
あると考えられた。また、モデル 3 薬物の SD ラット皮膚透過性に及ぼす皮膚（角
層より下層）厚の影響は YMP 皮膚より小さく、実験の操作性および皮膚厚調整







第 2 編 In vitro 皮膚透過性研究におけるヒト皮膚に代わる
動物皮膚の有用性 







れている 3-16)。そのため、薬物の in vitro 皮膚透過性の変動が大きく、外用剤開
発にヒト皮膚を使用することが問題となる場合が考えられる。薬物のヒト皮膚
透過性の変動については、一般に個体間変動（異なる固体の皮膚）が個体内変
動（同一個体の皮膚）より大きいとも報告されている 3, 12, 13)。しかしながら、ヒ
ト皮膚または実験動物皮膚を介した薬物の in vitro 透過試験を同一の実験条件下
にて実施し、薬物のヒトまたは実験動物皮膚透過性における個体内および個体
間変動を比較した報告はほとんどない。 
本章では第 1 編に使用した物理化学的性質の異なるモデル 3 薬物（NR、ISDN
および FP）を用い 14, 17, 20, 24, 27) 、皮膚厚 0.4 mm のヒト皮膚を介したモデル 3 薬






第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 NR、ISDN および FP は第 1 編と同じものを使用した（Table 1）。その他の試
薬類はすべて試薬特級品を購入して使用した。 
 
2. ヒト皮膚の調製  
凍結ヒト腹部皮膚[白色人種 6 人: 男性 3 人（46–52 歳）および女性 3 人（38–53 
歳）；サイズ: 約 10 cm × 10 cm]は特定非営利活動法人エイチ・エー・ビー研究
機構（東京）より購入し、使用するまで -80℃で保存した。 
実験の前日に冷凍保存していた凍結ヒト皮膚（10 cm × 10 cm）を 32℃に設定
した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で解凍した（15 分間）。皮下脂肪
を除去し、電動ダーマトームにより皮膚厚が約 0.4 mm になるように角層より下
層をスピリットした。ヒト腹部皮膚シート１枚から約 2.5 cm × 2.5 cm サイズの
ヒト皮膚サンプル 9 枚を調製し、皮膚厚をダイヤルシックネスゲージにより測
定した。また、ヒト皮膚は in vitro 皮膚透過試験を実施するまで生理食塩水に湿
らせたペーパタオル上に表皮側を上にして置き、気密容器に入れ試験開始まで
4℃で 16 時間保存した。 
 
3. 縦型拡散セルを用いた in vitro 皮膚透過試験 
縦型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2，直径: 1.1 cm）63) を in vitro 透過試験に使
用した。NR、ISDN または FP 溶液（30 mg/mL）は、水/エタノール混液（3/1，
v/v）にて溶解して調製した。In vitro 皮膚透過試験の開始 30 分前に、冷蔵保存
していたヒト皮膚、冷凍保存していた SD ラット皮膚を 32℃に設定した CO2 イ
40 
ンキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で平衡化または解凍した。縦型拡散セルのレ
シーバーチャンバーにヒト皮膚の表皮側を上にして装着し、レシーバーチャン
バー内に 32℃に加温した蒸留水または pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液 3.2 mL を
添加した。皮膚の表皮側に薬物溶液 5.0 μL を塗布した後、拡散セルは直ちに 32℃
の CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）に入れ、レシーバー相をマグネチック
スターラーで撹拌した。塗布後 1、2、3、4、5、6、8、10 および 24 時間に 1 mL
のレシーバー溶液を採取し、同時に同容量の 32 ℃に保温した蒸留水または
pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液を補充した。採取した試料は測定まで -80℃で保
存した。 
 
4.  NR、ISDN および FP の濃度測定法 








µm）を作製し、H&E 染色を行った。染色した標本は光学顕微鏡（Axioplan 2; Carl 





6. データ解析   
 NR、ISDN または FP の累積皮膚透過量（µg/cm2）を時間に対してプロットし
て累積皮膚透過量－時間プロファイルを作成し、定常状態時の回帰直線の傾き
から透過速度（J，µg/cm2/h）を算出した。 
モデル 3 薬物における in vitro ヒト皮膚透過性の個体内および個体間変動は、6
人（男性 3 人: No.1、No.2 および No.3、女性 3 人: No.4、No.5 および No.6）のヒ
ト皮膚を用いて評価した。個体内変動は、各個体における同一部位のヒト皮膚





7. 統計解析  
In vitro 透過試験から得られたすべたのデータは、3 または 6 例の平均 ± 標準
偏差（Mean ± S.D.）により表記した。変動係数（CV%）は次式（3）を用いて算
出した。 
CV% = S.D./Mean × 100                                        （3） 
男性皮膚と女性皮膚の透過速度（J）の比較には Student’s t-test を用いた。統計




第 2 節 結果 
 
1．ヒト皮膚透過性における個体内変動 
モデル 3 薬物における in vitro ヒト皮膚透過性の個体内変動は、6 人（男性 3
人: No.1、No.2 および No.3、女性 3 人: No.4、No.5 および No.6）のヒト皮膚を用
いて評価した。In vitro 透過試験は縦型拡散セルを用いて実施した。ヒト皮膚を
透過したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）の累積皮膚透過量（同一皮膚シ
ートからのヒト皮膚サンプル 3 枚の平均値）を Fig. 9 に示す。全てのヒト皮膚シ
ートで ISDN の透過速度は NR および FP より大きかった。透過試験開始から 10
時間までに透過した ISDN 量は皮膚に塗布した初期量の約 51.0%～72.3%であっ
た。 
In vitro ヒト皮膚透過試験におけるモデル 3 薬物の透過速度およびその個体内
変動（CV%）を Table 6 に示す。モデル 3 薬物の透過速度の CV%は、男性皮膚
では最大 55.5%および女性皮膚では最大 40.4%であった。男性または女性皮膚の




















































































































































































Fig. 9  Time course for the cumulative amounts of NR, ISDN and FP through 
human skin (three males and three females).  






Table 6  CV% of the permeation rates for NR, ISDN and FP through human skin  
(Intra-individual variation for three males and three females) 
Sex Drug CV% CV% CV%
NR 5.45 ± 0.29 5.3 5.89 ± 1.26 21.4 1.54 ± 0.85 55.5
ISDN 11.6 ± 0.85 7.4 11.3 ± 3.22 28.5 6.84 ± 0.78 11.4
FP 2.38 ± 0.40 16.8 2.35 ± 0.40 16.8 2.20 ± 0.44 19.8
NR 1.35 ± 0.13 9.7 1.34 ± 0.27 20.1 4.84 ± 1.07 22.1
ISDN 7.89 ± 1.48 18.8 8.09 ± 2.17 26.8 11.0 ± 2.56 23.3














Each value represents the mean ± S.D. (n=3). 
Premeation rates of NR, ISDN and FP were calculated from 4 to 8 h. 
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2．ヒト皮膚透過性における個体間変動 
男性（3 人）、女性（3 人）または男性+女性（6 人: 男性 3 人+女性 3 人）のヒ
ト腹部皮膚を介したモデル 3 薬物のヒト皮膚透過性における個体間変動を評価
した。In vitro ヒト皮膚透過試験におけるモデル 3 薬物の透過速度およびその個





女性の皮膚における NR の透過速度の CV%は ISDN および FP の透過速度より大
きかった。男性+女性の皮膚におけるモデル 3 薬物の透過速度の CV%は ISDN < 
FP < NR の順であった。 
モデル 3 薬物におけるヒト皮膚透過性の個体内変動と個体間変動を数値とし
て比較した。モデル 3 薬物におけるヒト皮膚 6 人（男性 3 人+女性 3 人）の各個
体の個体内変動（CV%）は最大 55.5%、ヒト皮膚 6 人の個体間変動（CV%）は










Table 7  Permeation rates of NR, ISDN and FP through human or SD rat skin 
(Inter-individual variation ) 
NR 4.29 ± 2.39 55.7
ISDN 9.91 ± 2.67 26.9
FP 2.20 ± 0.01 4.2
NR 2.51 ± 2.02b) 80.5
ISDN 8.99 ± 1.74b) 19.4
FP 2.01 ± 1.10b) 54.7
NR 3.40 ± 2.21 65.0
ISDN 9.45 ± 2.08 22.0















Each value represents the mean ± S.D. (n = 3 or 6). 
a): Number． 
b): No significant difference in the permeation rates of the three model drugs  
  between male and female skin (p<0.05, t-test) . 

















のヒト腹部の角層厚は 14.1 ± 3.4 μm であった。縦型拡散セルを用いた in vitro 透
過試験における組織切片のダメージを評価するため、男性皮膚（No.1）の解凍
直後、透過試験開始後 0、10 および 24 時間の組織標本を比較した（Fig. 10）。解
凍直後、透過試験開始後 0、10 および 24 時間の角層に変化は観察されなかった。





   
 










Fig. 10  H&E staining of human skin sections. Human skin sections (No.1) 
immediately after thawing (A) and at 0 h (B), 10 h (C) and 24 h (D) after the start 
of the permeation experiment. The scale indicates 10 µm. Original magnification, x 
200. 
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第 3 節 考察 
 
本章では、異なる物理化学的性質（log Ko/w）を持つモデル 3 薬物（NR、ISDN
および FP）を選定し 14, 17, 20, 24-26)、それら薬物のヒト皮膚透過性における個体内
および個体間変動を評価した。NR、ISDNおよび FPの log Ko/w値はそれぞれ -1.02
（low）、1.34（intermediate）および 3.86（high）であり、NR、ISDN および FP
は親水性、脂溶性および高脂溶性薬物として使用した。角層は lipid pathway お
よび pore pathway を持つ膜であり、それぞれは脂溶性および親水性薬物の主透
過経路であると報告されていることから 14, 27)、各薬物の透過性から両経路の違
いや変化を推定可能と考えられる。 
 薬物の in vitro ヒト皮膚透過性における個体間変動を検証した結果、6 人のヒ
ト皮膚を介したモデル3薬物の透過速度のCV%は最大65.0%であった。Southwell
ら 12)は 8 人の摘出ヒト皮膚を用いて 3 化合物（caffeine、methanol および octanol）
の in vitro 透過性を評価し、透過速度の CV%は最大 71%であったと報告してい
る。さらに、Schäfer-Koring ら 15)は 7～11 人の human epidermis を用いて 7 化合
物（caffeine、clotrimazole、digoxin、flufenamic acid、 manitol、nicotine および
testosterone）の in vitro 透過性を評価し、透過速度の CV%は最大 163%であった
と報告している。これらの報告と本章の結果は同様であり、薬物の in vitro ヒト
皮膚透過性は、個体間変動が大きいことを確認した 3, 13-16)。NR の変動が特に大
きかく、pore pathway による変動が関係していると考えられた。 
一方、Akomeah ら 13)は脂溶性薬物の皮膚透過速度は親水性薬物の皮膚透過速
度に比べて変動が小さく、親水性薬物の in vitro 皮膚透過速度の変動は、皮膚中
の脂質含量、皮膚のひびおよび穴による影響と報告されている。さらに、















薬物の in vitro ヒト皮膚透過試験は、個体内および個体間変動が大きいことか
ら、外用剤の製剤設計において製剤間の僅かな皮膚透過性の差を評価すること
が難しく、ヒト皮膚は in vitro 透過試験において必ずしも第一選択とすべきでは
ないと考えられた。
50 
第 4 節 小括 
 
本章では、薬物のヒト皮膚透過性の個体内および個体間変動を検証した。縦
型拡散セルを用いてモデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）の in vitro ヒト皮膚透
過試験を実施した。ヒト皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度を算出し、皮膚
透過性の変動パラメータとしてそれらの CV%を評価した。モデル 3 薬物におけ
る in vitro ヒト皮膚透過性の個体内変動は最大 55.5%、個体間変動は最大 65.0%
と大きかった。外用剤の製剤設計において、薬物または製剤間の僅かな皮膚透
過性の差を明らかにするためには、薬物の in vitro 皮膚透過性の変動がヒト皮膚
























皮膚透過性の差を評価できる in vitro 透過試験法と考えられる 3,14,15)。 
実験動物の中で、ラットは動物サイズが小さく取り扱いが容易であり、ブタ
皮膚より低コストであることから in vitro 皮膚透過試験および in vivo 経皮吸収
試験に多く使用されている。また、医薬品開発の前臨床段階において SD ラット
は in vivo 薬理、毒性および薬物動態研究に広く使用されている 25, 44-47)。そのこ
とから、SD ラットを用いた in vivo 経皮吸収試験は、除毛の手間があるにもかか
わらずヘアレスラット皮膚を用いた in vitro 透過試験と同様広く実施されている。
SD ラット皮膚を用いた in vitro 透過試験から薬物のヒト皮膚透過性が予測可能
となれば、in vitro ヘアレスラット皮膚透過試験を実施することなく、同一動物




薬物の in vitro SDラット皮膚透過性の変動および in vitro SDラット皮膚透過性か
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らのヒト皮膚透過性の予測性について明確に示した報告はほとんどない。 
本章では、第 1 章と同様にモデル 3 薬物として NR、ISDN および FP を選定し






凍結 SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬物の in vitro 透過試験を実施し、薬物
の in vitro 凍結 SD ラット皮膚透過性における個体内変動を算出して、第 1 章で
検討したモデル 3 薬物の in vitro ヒト皮膚透過性における個体内および個体間変
動と比較した。さらに、モデル 3 薬物における in vitro SD ラット皮膚透過性か
らヒト皮膚透過性の予測性について考察した。 
なお、凍結 SD ラットの皮膚厚の影響については、第 1 編の結果より脂溶性薬
物である ISDN および FP の透過性において認められたが、皮膚厚調整時の皮膚










第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 NR、ISDN および FP は第 1 編と同じものを使用した（Table 1）。その他の試
薬類はすべて試薬特級品を購入して使用した。 
 
2. SD ラット皮膚の調製 





から尾方向へ 7 ± 1 cm とし、1 匹の SD ラットから直径 2.5 cm の皮膚 1 枚を摘
出した。摘出した SD ラット皮膚の皮下脂肪を手術用ハサミで除去して調製した。
調製後の SD ラット皮膚はアルミ箔に包みビニール袋で密閉して使用するまで 
-80℃で保存した。この皮膚を凍結 SD ラット皮膚とした。また、比較のために、
摘出後、すぐに調製した皮膚を新鮮 SD ラット皮膚として使用した。 
 
3. 横型拡散セルを用いた in vitro 皮膚透過試験 
横型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2, 直径: 1.1 cm）14, 15) は、新鮮 SD ラット皮
膚または凍結 SD ラット皮膚を介した NR、ISDN または FP の透過係数（P）の
算出のために使用した（Fig. 11）。凍結 SD ラット皮膚は、in vitro 皮膚透過試験




または FP（pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液）の懸濁液 3.0 mL を添加し、レセプ
ター相に蒸留水または pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液 3.0 mL を添加した。拡散
セルは直ちに 32℃の CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）に入れ、ドナー相
およびレシーバー相をマグネチックスターラーで撹拌した。試験開始後 1、2、3、
4、5、6、8、10 および 24 時間に 1 mL のレシーバー溶液を採取し、同時に同用

























4. 縦型拡散セルを用いた in vitro 皮膚透過試験 
縦型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2, 直径: 1.1 cm）63) を in vitro 透過試験に使用
した。NR、ISDN または FP 溶液（30 mg/mL）は、水/エタノール混液（3/1, v/v）
にて溶解して調製した。In vitro 皮膚透過試験の開始 30 分前に、冷凍保存してい
た SD ラット皮膚を 32℃に設定した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で
解凍した。縦型拡散セルのレシーバーチャンバーにヒトまたは SD ラット皮膚の
表皮側を上にして装着し、レシーバーチャンバー内に 32℃に加温した蒸留水ま
たは pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液 3.2 mL を添加した。皮膚の表皮側に薬物溶
液 5.0 μL を塗布した後、拡散セルは直ちに 32℃の CO2 インキュベータ（湿度: 80 
± 10%）に入れ、レシーバー相をマグネチックスターラーで撹拌した。塗布後 1、
2、3、4、5、6、8、10 および 24 時間に 1 mL のレシーバー溶液を採取し、同時
に同容量の 32 ℃に保温した蒸留水または pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液を補充
した。採取した試料は測定まで -80℃で保存した。 
 
5.  NR、ISDN および FP の濃度測定法 




 新鮮 SD ラット皮膚および解凍直後の凍結 SD ラット皮膚の一部を直ちに 10%
ホルマリン中性緩衝液で固定し、パラフィンで包埋した。また、横型拡散セル
を用いた in vitro 皮膚透過試験では試験開始後 10 および 24 時間の新鮮および凍




H&E 染色を行った。染色した標本は光学顕微鏡（Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena, 
Germany) により皮膚の表皮および真皮を観察した 4, 9, 64)。 
 
7. データ解析  








8. 統計解析  
In vitro 透過試験から得られたすべたのデータは、3 または 6 例の平均 ± 標準
偏差（Mean ± S.D.）により表記した。変動係数（CV%）は式（3）を用いて算出
した。 
新鮮 SD ラット皮膚と凍結 SD ラット皮膚の透過係数（P）の比較には Student’s 
t-test を用いた。 統計的な有意差は p<0.05 とした。また、新鮮 SD ラット皮膚の
log P と Hatanaka ら 21)が報告した新鮮ヘアレスラット皮膚の log P との相関関係、
凍結 SD ラットの皮膚透過速度とヒト皮膚透過速度との相関関係は回帰分析に
より評価した。統計解析は software program SAS（SAS Institute Japan Ltd., 東京）
を用いて行った。 
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第 2 節 結果 
 
1. SD ラット皮膚における凍結の影響 
 薬物の in vitro SD ラット皮膚透過性における皮膚凍結の影響を明らかにする
ため、横型拡散セルを用いて新鮮 SD ラット皮膚と凍結 SD ラット皮膚を介した
モデル 3 薬物の透過係数（P）を算出し、新鮮 SD ラット皮膚透過性と凍結 SD
ラット皮膚透過性を比較した。 
新鮮 SD ラット皮膚または凍結 SD ラット皮膚を透過したモデル 3 薬物（NR、
ISDN または FP）の累積皮膚透過量を Fig. 12 に示す。さらに、新鮮または凍結
SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬物の透過係数（P）を Table 8 に示す。 
モデル 3 薬物の透過係数は Fig. 12 の直線の傾き（8-24 h）から算出した。モデ
ル 3 薬物における新鮮 SD ラット皮膚の透過係数（P）は 1.20×10-7～342×10-7 
cm/s、凍結 SD ラット皮膚の透過係数は 1.51×10-7～258×10-7 cm/s であった。新
鮮 SD ラット皮膚と凍結 SD ラット皮膚におけるモデル 3 薬物の透過係数（P）
は統計的な有意差は認められなかった。新鮮 SD ラット皮膚を介した NR、ISDN
および FP の log P 値はそれぞれ -6.92、-5.27 および -4.47（P の単位は cm/s）、
一方、凍結SDラットを介したNR、ISDNおよびFPの log P 値はそれぞれ -6.82、





































Fig. 12  Time course for the cumulative amounts of NR, ISDN and FP through 
fresh (A) and frozen (B) SD rat skin (skin permeation experiment using 
side-by-side diffusion cells). Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
 
Table 8  Comparison of the permeability coefficients of NR, ISDN and FP through 
fresh or frozen SD rat skin 
 Fresh Hairless







NR 1.20 ± 0.89 -6.92 1.51 ±  0.80 a) -6.82 -7.01b)
ISDN 53.6 ± 15.2 -5.27 63.9 ±  7.64 a) -5.19 -5.31b)













The permeability coefficients are expressed as the mean ± SD (n=3). 
Log P represents the mean (n=3). 
The permeability coefficients of the three model drugs are calculated from the 
slope of the linear portion of the graph corresponding to the time from 8 to 24 h. 
a): No significant difference in the permeability coefficients of the three model 
drugs between fresh and frozen SD rat skin (p<0.05, t-test). 





2. SD ラット皮膚の組織学的評価 
横型拡散セルを用いた in vitro 透過試験において、透過試験開始後 0（摘出直
後または解凍直後）、10 および 24 時間の新鮮および凍結 SD ラット皮膚の組織
標本を Fig. 13 に示す。透過試験開始後 0、10 および 24 時間の新鮮および凍結
SD ラット皮膚の角層に変化は観察されなかった。しかしながら、透過試験開始
後 10 および 24 時間の新鮮および凍結 SD ラット皮膚の表皮には空胞化、真皮の
















Fig. 13  H&E staining of fresh and frozen SD rat skin sections.  Fresh SD rat 
skin sections at 0 h (A), 10 h (B) and 24 h (C) after the start of the permeation 
experiment. Frozen SD rat skin sections immediately after thawing (D) and at 10 h 
(E) and 24 h (F) after the start of the permeation experiment. The scale indicates 
10 µm. Original magnification, x 200. 
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3. SD ラット皮膚における個体間変動 
モデル 3 薬物における in vitro 凍結 SD ラット皮膚透過性の個体間変動を評価
した。In vitro 透過試験は縦型拡散セルを用いて実施した。凍結 SD ラット皮膚
を透過したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）の累積透過量を Fig. 14 に示す。
凍結 SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度およびその CV%を Table 9
に示す。凍結 SD ラット皮膚透過試験において ISDN の透過速度は NR および FP
より高かった。透過試験開始から 10 時間までに透過した ISDN 量は皮膚に塗布
した初期量の約 60%であった。凍結 SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬物の透過
速度の CV%は、最大 25.9%となり、ヒト皮膚透過性の個体間変動（最大 65%）



















Fig. 14  Time course for the cumulative amounts of NR, ISDN and FP through 
SD rat skin.  





Table 9  Permeation rates of NR, ISDN and FP through human or SD rat skin 
(Inter-individual variation) 
NR 3.40 ± 2.21 65.0
ISDN 9.45 ± 2.08 22.0
FP 2.16 ± 0.72 33.2
NR 5.72 ± 1.48 25.9
ISDN 14.7 ± 1.91 13.0












Each value represents the mean ± S.D. (n = 6). 
Premeation rates of NR, ISDN and FP were calculated from 4 to 8 h． 
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に冷凍保存した。そのため、SD ラット皮膚を用いた in vitro 透過試験における凍
結の影響を薬物の皮膚透過性および皮膚構造の変化から検証した。透過試験開
始後 0、10 および 24 時間の凍結 SD ラット皮膚の組織学的な変化は新鮮 SD ラ
ット皮膚のそれらと同程度であった。さらに、凍結 SD ラット皮膚を介した NR、
ISDN および FP の透過係数（P）を新鮮 SD ラット皮膚のそれらと比較した。そ
の結果、凍結と新鮮 SD ラット皮膚を用いた NR、ISDN および FP の透過係数（P）
に統計的に有意差は認められなかった。 







謝酵素活性の低下が起こる可能性がある。凍結皮膚を用いた in vitro 透過試験を
行う場合には、皮膚中酵素活性の減少の可能性を考慮すべきであり、その場合
には新鮮皮膚を利用することも必要であると考えている。 
 また、横型拡散セルを用いて新鮮または凍結 SD ラット皮膚と新鮮ヘアレスラ
ット皮膚における log P 値を比較した（Table 8）。比較に当たり、ヘアレスラッ
ト皮膚の log P 値は Hatanaka ら 21, 22)の結果を引用した。モデル 3薬物に関して、
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新鮮ヘアレスラット皮膚と新鮮 SD ラット皮膚との log P の関係は r = 0.992（回
帰直線: y = 1.20 x + 1.24）、新鮮ヘアレスラット皮膚と凍結SDラット皮膚との log 
P の関係は、r = 0.983（回帰直線: y = 1.23 x + 1.69）と良好な相関関係が認めら
れた。In vitro 皮膚透過性研究において、凍結 SD ラット皮膚の結果を新鮮ヘア
レスラット皮膚のデータと直接的に比較することも可能であると考えられた。 
凍結SDラット皮膚を介したモデル 3薬物の皮膚透過性およびその個体間変動
を検討した。凍結 SD ラット皮膚を介した NR、ISDN および NR の透過速度はそ
れぞれ 5.72、14.7 および 4.33 µg/cm2/h となった。凍結 SD ラット皮膚を介した
NR、ISDN および FP の透過速度の CV%はそれぞれ 25.9%、13.0% および 19.2%
であった。モデル 3 薬物における in vitro SD ラット皮膚透過性の個体間変動は、
in vitro ヒト皮膚透過性の個体間変動より著しく小さかった。ヒト皮膚を介した
モデル 3 薬物の個体間変動が SD ラットより大きいのは、ヒト皮膚においては、
第 1 章で述べた様に多くの変動要因を含んでいることによるものと考えている。 
SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度の CV%は ISDN < FP < NR の
順であった。この結果は、第 1 章で報告したヒト皮膚の透過速度の CV%と同様
であった。 
6 人のヒト皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度に対して凍結 SD ラット皮膚
を介したモデル 3 薬物の透過速度は、それぞれ 1.7、1.6 および 2.0 倍であった。
モデル 3薬物における凍結ヒト皮膚と凍結SDラット皮膚との透過速度の関係を
Fig. 15 に示す。ヒト皮膚と凍結 SD ラット皮膚との間には良好な相関関係が認め
られた（r = 0.999）。これらの皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度の違いは、
角層厚および皮膚バリア機能の種差により引き起こされていると考えられた 6, 9, 
27)。 
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以上より、モデル3薬物における in vitro SDラット皮膚透過性の個体間変動（最
大 25.9%）は、in vitro ヒト皮膚透過性の個体間（最大 65.0%）および個体内変動
（最大 55.5%）より著しく小さいことが明らかとなった。また、SD ラット皮膚
を介したモデル 3 薬物の透過速度はヒト皮膚を介した各々の薬物の透過速度と
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Fig. 15  Relationship between the permeation rates of NR, ISDN or FP through 
human skin and frozen SD rat skin.  










第 4 節 小括 
 
本章では、凍結 SD ラット皮膚または新鮮 SD ラット皮膚を介したモデル 3 薬
物（NR、ISDN および FP）の in vitro 透過試験を実施し、モデル 3 薬物の in vitro
皮膚透過性における皮膚凍結の影響を検討した。凍結 SD ラット皮膚と新鮮 SD
ラット皮膚の in vitro 透過性に有意差は認められず、モデル 3 薬物の in vitro SD
ラット皮膚透過性における皮膚凍結の影響はなかった。 
また、第 1 章で検討したモデル 3 薬物における in vitro ヒト皮膚透過性の個体
内および個体間変動と in vitro 凍結 SD ラット皮膚透過性の個体間変動を比較し
た。さらに、モデル 3 薬物の in vitro SD ラット皮膚透過性からヒト皮膚透過性の
予測性について検討した。モデル 3 薬物における in vitro SD ラット皮膚透過性の
個体間変動（最大 25.9%）は、in vitro ヒト皮膚透過性の個体内（最大 55.5%）お
よび個体間変動（最大 65.0%）より著しく小さかった。さらに、凍結 SD ラット







第 3 章 薬物の in vitro YMP 皮膚透過性における変動の評価および
ヒト皮膚透過性の予測 76) 
 






近年、ブタ皮膚を用いた薬物の in vitro 透過試験が多く実施され 3, 38-43)、ブタ
皮膚透過性はヘアレスマウスやヘアレスラット皮膚透過性と比較してヒト皮膚
透過性に近く、ブタ皮膚がヒト皮膚透過性の予測に有用であることが報告され
ている 3, 11, 30-37)。また、YMP 皮膚はヒト皮膚に似た皮溝を持ち、ヒト皮膚と同
様に体毛が少なく、皮膚厚および角層厚がヒト皮膚に近いと報告されている 22, 35, 
37)。さらに、いくつかの薬物において YMP 皮膚がヒト皮膚透過性予測に有用で




性に関する情報は十分ではなく、YMP 皮膚を介した薬物の in vitro 透過性にお
ける個体内および個体間変動の報告例もない。さらに、薬物のヒト皮膚透過性
の予測に関する情報もほとんどない。 
本章では、第 1 および 2 章と同様にモデル薬物として物理化学的性質が異な
68 
る NR、ISDN および FP を選定し、YMP 皮膚を介したモデル 3 薬物の in vitro 透
過試験を実施した。また、モデル薬物の in vitro YMP 皮膚透過性における個体内
および個体間変動を第 1 章で検討したモデル 3 薬物の in vitro ヒト皮膚透過性に
おける個体内および個体間変動と比較した。さらに、モデル 3 薬物における in 
vitro YMP 皮膚透過性からヒト皮膚透過性の予測性について考察した。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 NR、ISDN および FP は第 1 編と同じものを使用した（Table 1）。その他の試
薬類はすべて試薬特級品を購入して使用した。 
 
2. YMP 皮膚の調製  
凍結 YMP 皮膚セット（雌性，5 ヶ月）は日本チャールス・リバー株式会社り
購入し、使用するまで -80℃で保存した。本章では、凍結 YMP 皮膚 3 セットを
使用し、YMP 背部皮膚 6 シート（L-1、L-3、L-5、R-1、R-3 および R-5）を in vitro
透過試験に使用した。 
冷凍保存していた YMP 皮膚シート（10 cm × 10 cm）を 32℃に設定した CO2 イ
ンキュベータ内（湿度: 80 ± 10%）で解凍し（15 分間）、次いで皮下脂肪を除去
した。さらに、各 YMP 皮膚シートは、電動ダーマトームを用いて皮膚厚が約 0.4 
mm になるように角層より下層をスピリットした。YMP 皮膚シート１枚から約
2.5 cm × 2.5 cm サイズの YMP 皮膚サンプル 9 枚を調製した。YMP 皮膚の厚さ
は、ダイヤルシックネスゲージを用いて測定し、その皮膚厚は 0.41 ± 0.04 mm で
あった。また、YMP 皮膚は生理食塩液に湿らせたペーパタオル上に表皮側を上
にして置き、気密容器に入れ試験開始まで 4℃で 16 時間保存した。 
 
3. 縦型拡散セルを用いた in vitro 皮膚透過試験 
縦型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2，直径: 1.1 cm）63) を in vitro 透過試験に使
用した。NR、ISDN または FP 溶液（30 mg/mL）は、水/エタノール混液（3/1, v/v）
にて溶解して調製した。  
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In vitro 皮膚透過試験開始 30 分前に冷蔵保存していた YMP 皮膚を 32℃に設定
した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で平衡化した。縦型拡散セルのレ
シーバーチャンバーに YMP 皮膚の表皮側を上にして装着し、レシーバーチャン
バー内に 32℃に加温した蒸留水または pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液 3.2 mL を
添加した。皮膚の表皮側に薬物溶液 5.0 μL 塗布した後、拡散セルは直ちに 32℃
の CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%） に入れ、レシーバー相をマグネチッ
クスターラーで撹拌した。塗布後 1、2、3、4、5、6、8、10 および 24 時間に 1 mL
のレシーバー溶液を採取し、同時に同容量の 32℃に保温した蒸留水または pH7.4、
0.1 mol/Lリン酸緩衝液を補充した。採取した試料は測定まで -80℃で保存した。 
 
4.  NR，ISDN および FP の濃度測定法 




 各 YMP 皮膚シート（L-1、L-3、L-5、R-1、R-3 および R-5）から各 YMP 皮膚
切片を準備し、直ちに 10%ホルマリン中性緩衝液で固定し、パラフィンで包埋
した。次に、パラフィン標本（5.0 µm）を作製し、H&E 染色を行った。染色し
た標本は光学顕微鏡（Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena, Germany) で皮膚の表皮および
真皮を観察した 4, 9, 64)。さらに各 YMP 皮膚切片の角層厚は電子顕微鏡下でマイ
クロメータを用いて測定した。 
 
6. データ解析  




モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内および個体間変動は、
YMP 3 セット（No.1、No.2 および No.3）の YMP 背部皮膚シート（R-3）を用い
て評価した。個体内変動は各個体の同一シートの YMP 皮膚サンプル 3 枚による
平均透過速度を算出し、その CV%を用いて評価した。個体間変動は、各個体に




7. 統計解析  
透過試験から得られたすべたのデータは、3 または 6 例の平均 ± 標準偏差
（Mean ± S.D.）により表記した。変動係数（CV%）は式（3）を用いて算出した。
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第 2 節 結果 
 
1.  YMP 皮膚透過性における個体内変動 
モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内変動は、各薬物の皮膚
透過速度を算出し、その CV%で評価した。In vitro 透過試験は縦型拡散セルを用
いて実施した。YMP 皮膚を透過したモデル 3 薬物（NR、ISDN または FP）の累
積皮膚透過量を個体毎に分け Fig. 16 に、透過速度およびその CV%を Table 10 に
示す。YMP 皮膚透過試験において ISDN の透過速度は NR および FP より高かっ
た。透過実験開始から 10 時間までに透過した ISDN 量は皮膚に塗布した初期量
の 33.4%～43.1%であった。NR、ISDN および FP の皮膚透過速度の CV%はそれ
ぞれ最大で 17.2%、20. 8% および 13.5%であり、YMP 皮膚を介したモデル 3 薬





















































Fig. 16  Time course of the cumulative amount of NR, ISDN and FP through YMP 
skin (three YMP skin sets: No.1, No.2 and No.3). 








Table 10 CV% of permeation rates for NR, ISDN and FP through YMP skin 
(Intra-individual variation)  
No. Drug CV%
NR 1.69 ± 0.25 14.5
ISDN 6.44 ± 1.34 20.8
FP 1.42 ± 0.11 7.9
NR 2.28 ± 0.39 17.2
ISDN 6.90 ± 0.75 10.9
FP 1.41 ± 0.16 11.3
NR 0.86 ± 0.14 16.4
ISDN 6.03 ± 1.08 17.9







Each value represents the mean ± S.D. (n=3 for YMP dorsal skin sample). 
YMP skin sample: three skin samples of each R-3 dorsal skin sheet in three YMP 
skin sets．Premeation rates of NR, ISDN and FP were calculated from 4 to 8 h. 
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2． YMP 皮膚透過性における個体間変動   
モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体間変動は YMP 3 セット
の各 YMP 背部皮膚シート（R-3）間の皮膚透過速度の CV%により評価した。In 
vitro 透過試験は縦型拡散セルを用いて実施した。YMP 皮膚を介したモデル 3 薬
物の透過速度およびその CV%を Table 11 に示す。YMP 皮膚透過試験において
ISDNの透過速度はNRおよび FPより高かった。モデル 3薬物の透過速度のCV%
は、NR で最大 44.4%であり、ISDN の CV%は NR および FP の CV%より小さか
った。 
次に、モデル 3 薬物における YMP 皮膚透過性における個体内変動と個体間変
動を比較した。モデル 3 薬物の個体内変動の CV%は最大 21.0%であったが、個

















Table 11 Permeation rates of NR, ISDN and FP through YMP skin 
(Inter-individual variation)  
NR 1.61 ± 0.72 44.4
ISDN 6.46 ± 0.44 6.7






Each value represents the mean ± S.D. (n=3 for YMP skin). 
YMP skin: each R-3 dorsal skin sheet in three YMP skin sets. 
Premeation rates of NR, ISDN and FP were calculated from 4 to 8 h. 
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第 3 節 考察 
 
近年、外用剤の開発において、家畜ブタ、ゲッチンゲンミニブタおよび YMP
皮膚を用いた薬物の in vitro 透過試験が多く実施されている 3, 11, 30-37)。著者は、
これらのブタの中から入手が容易な YMP 皮膚を選択した。また、第 1 編の結果
より透過試験に使用した YMP 皮膚の部位はダーマトーム処理が容易である
YMP 背部皮膚を in vitro 透過試験に使用した。さらに、皮膚は角層より下層の影
響が最も少ない 0.4 mm の厚さに調整した。 
0.4 mm に皮膚厚を調整した YMP 背部皮膚を介したモデル 3 薬物の in vitro 透
過試験を実施し、モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内変動と
個体間変動を比較した。ISDN の皮膚透過性の個体内変動は最大 21.0%であった
が、個体間変動は 6.7%であった。NR および FP の皮膚透過性の個体内変動は個
体間変動より小さかったが、ISDN の皮膚透過性の個体内変動がその個体間変動
より大きかった。第 1 および 2 章で報告したヒトまたは SD ラット皮膚を介した
ISDN の皮膚透過性の個体間変動はそれぞれ 22.0%または 13.0%であった。我々
は ISDN の YMP 皮膚透過性の個体間変動は 10%～20%と予測した。しかしなが
ら、本章ではその CV%が 6.7%と小さかった。この ISDN の YMP 皮膚透過性に
おける個体間変動が特に低かった理由は現時点で不明である。YMP 皮膚を介し
たモデル 3薬物の個体間における透過速度のCV%は ISDN < FP < NRの順であっ
た。この結果は、第 1 および 2 章で報告したヒトおよび SD ラット皮膚の個体間
における透過速度の CV%と同様であった。 
YMP またはヒト皮膚を介したモデル 3 薬物の皮膚透過速度の CV%を Table 15
にまとめて示す。モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内変動は
最大 20.8%、ヒト皮膚の個体内変動は最大 55.5%となり、YMP 皮膚の個体内変
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動はヒト皮膚透過性の個体内変動より小さかった。また、モデル 3 薬物におけ
る YMP 皮膚の個体間変動は最大 44.4%、ヒト皮膚の個体間変動は最大 65.0%で
あり、YMP 皮膚の個体間変動はヒト皮膚個体間変動より小さかった。 
YMP 皮膚を介した NR、ISDN または FP の透過速度とヒト皮膚を介した NR、
ISDNまたは FPの透過速度の相関を Fig. 17に示す。YMP皮膚を介したNR、ISDN
および FP の透過速度はそれぞれ 1.61 ± 0.72、6.46 ± 0.44 および 1.18 ± 0.41 
µg/cm2/h であり、ヒト皮膚を介した NR、ISDN および FP の透過速度はそれぞ
れ 3.40 ± 2.21、9.45 ± 2.08 および 2.16 ± 0.72 µg/cm2/h であった。すなわち、ヒ
ト皮膚を介した NR、ISDN および FP の透過速度に対する YMP 皮膚を介した
NR、ISDN および FP の透過速度は、それぞれ 0.47、0.68 および 0.55 倍であった。
モデル 3 薬物における YMP 皮膚の透過速度とヒト皮膚の透過速度の絶対値は異







られる。本研究では、YMP 皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度はヒト皮膚透
過速度の約 0.5 倍であり、各薬物において良く相関していた。本章で用いた YMP
背部皮膚の角層厚は 20.3 ± 2.1 μm、本編・第 1 章のヒト腹部皮膚の角層厚は 14.1 








Table 12  CV% of Permeation Rates for NR, ISDN and FP through YMP and 
Human Skin (Inter- and intra-individual Variation) 
Inter-individual variation Intra-individual variation
NR 44.4 14.5 - 17.2
ISDN 6.7 10.9 - 20.8
FP 34.7   7.9 - 13.5
NR 65.0  5.3 - 55.5
ISDN 22.0  7.4 - 28.5






The CV% of inter-individual variation represent the mean (n=3 for YMP skin, n=6 
for three male skins plus three female skins). The CV% of intra-individual 
variation represent range of mean vale (n=3 for YMP skins, n=6 for three male 
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Fig. 17  Relationship between the permeation rates of NR, ISDN or FP through 
YMP and human skin. 















第 4 節 小括 
 
本章では、モデル 3 薬物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内および個体
間変動と in vitro ヒト皮膚透過性の個体内および個体間変動を比較した。さらに、
in vitro YMP 皮膚透過性からヒト皮膚透過性の予測性について検討した。 
モデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）における in vitro YMP 皮膚透過性の個
体内（最大 20.8%）および個体間変動（最大 44.4%）は、in vitro ヒト皮膚透過性
の個体内（最大 55.5%）および個体間変動（最大 65.0%）より小さかった。YMP
皮膚を介したモデル 3薬物の透過速度は、ヒト皮膚の透過速度の約 0.5倍であり、



























開発されている 81, 82)。 
これら TTS の製剤設計では、in vivo ヒト経皮吸収試験に先立って in vitro 皮膚




膚の代替皮膚として使用されている 3, 5, 6, 9, 22-25)。もし、TTS をこれらの実験動物
皮膚に適用した in vitro 皮膚透過パラメータから TTS をヒトに適用した後の血中
（血漿または血清）濃度推移が予測できれば、TTS の開発効率は飛躍的に向上
すると考えられる。しかしながら、動物皮膚を用いた in vitro 透過パラメータか
ら TTS をヒトに適用した後の血中濃度推移を十分に予測できた報告はほとんど
ない。 
著者は、第 1 編において in vivo 条件を反映した in vitro YMP 皮膚透過試験を
83 
実施するためには、YMP 皮膚の角層より下層を出来るだけ薄くスプリットした
皮膚厚約 0.4 mm の split YMP 皮膚を用いて in vitro 透過試験を実施することが良
いことを明らかにした 58)。さらに、第 2 編・第 1 および 3 章において、YMP 背
部皮膚とヒト腹部皮膚の透過性に関して NR、ISDN および FP を用いて in vitro
皮膚透過試験の検討を行い、モデル 3 薬物においてヒト皮膚の透過速度に対す
る YMP 皮膚の透過速度は約 0.5 倍となり、各薬物で良く相関することを明らか
にした 76)。 
そこで本編では、皮膚厚 0.4 mm の YMP 背部皮膚を用いた in vitro 透過パラメ
ータから TTS をヒトに適用した後の血中濃度推移が良好に予測できるかを評価
した。その際、YMP 皮膚の角層厚とヒト皮膚の角層厚の違いが TTS をヒトに適
用した後の血中濃度の予測にどの程度影響するかを検討した。 











の原理と方法を Fig. 18 にまとめて示す。薬物の皮膚透過は、皮膚を角層（SC）
と生きた表皮および真皮層（VED）からなるそれぞれ均一な 2 層膜と仮定し、
Fick の拡散第 2 法則に基づく 2 層拡散／分配モデルにより解析した（Fig. 18a）。
TTS を intact skin および stripped skin に適用後の薬物の累積皮膚透過量（µg/cm2）
を時間に対してプロットして累積皮膚透過量－時間プロファイルを作成し、定
常状態時の回帰直線の傾きから透過速度（J）、また、その直線と x 軸の交点か
ら Lag time を算出した。さらに、intact skin および stripped skin の透過速度およ






（Vd、V1、V2）を使用した（Fig. 18b）。Fig. 18a、b のパラメータを SKIN-CAD®
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Fig. 18  Prediction of blood concentration after topical application of TTS using 
SKIN-CAD® . 
SC: stratum corneum. 
VED: vaiable epidermis and dermis. 
A: area of TTS. 
Cs: skin surface concentration. 
Dsc and Dved: diffusion coefficient. 
Ksc/ved: partition coefficient in stratum corneum/vaiable epidermis and dermis. 
lsc and lved : thickness of stratum corneum and vaiable epidermis and dermis. 
J: skin permeation rate. 
Vd: distribution volume. 
V1 and V2: distribution volumes in the compartments. 
Kel: elimination rate constant. 
k12 and k21: transfer rate constants between the compartments. 








第 2 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
Nicotinell® TTS® 20（ニコチン含量: 35 mg／20 cm2）および Penles® Tape 18mg
（リドカイン含量: 18 mg／15.25 cm2）はノバルティスファーマ株式会社（東京）
およびマルホ株式会社（大阪）より購入した。ニコチンおよびリドカインは
Sigma-Aldrich Co.（St. Louis, MO, U.S.A）から購入した。その他の試薬類はすべ
て試薬特級品を購入して使用した。  
 
2. YMP 皮膚の調製 
凍結 YMP 皮膚セット（雌性，5 ヶ月）は日本チャールス・リバー株式会社よ
り購入し、使用するまで -80℃で保存した。透過実験に使用した YMP 皮膚の調
製はすべて第 1 編の実験の部に準じて行い、YMP 背部皮膚シートを in vitro 透過
試験に使用した。冷凍保存していた YMP 背部皮膚シート（10 cm × 10 cm）を
32℃に設定した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）内で解凍した（15 分間）。
次いで皮下脂肪を除去し、電動ダーマトームにより皮膚厚が約 0.4 mm になるよ
うに角層より下層をスピリットした。その YMP 背部皮膚シート１枚から約 2.5 
cm × 3.0 cm サイズの YMP 皮膚サンプル（split YMP skin）6 枚を調製した。各
split YMP skin の厚さは、ダイヤルシックネスゲージにより測定した。Split YMP 
skin は生理食塩液に湿らせたペーパタオル上に表皮側を上にして置き、気密容器
に入れて 4℃で約 16 時間保存した。また、透過試験開始前に split YMP skin の角
層を 30 回のテープストリッピングにより剥離し、角質剥離 YMP 皮膚サンプル
（stripped/split YMP skin）を作製した。 
Split YMP skin の角層の厚さは、第 1 編の実験の部に準じてホルマリン固定後、
87 
パラフィン包埋して作製した皮膚組織切片を H&E 染色して測定した。 
 
3. In vitro 皮膚透過試験 
縦型拡散セル（拡散面積: 1.77 cm2）58, 63) のレシーバーチャンバーに split また
は stripped/split YMP skin の表皮側を上にして装着し、レシーバーチャンバー内
に 32℃に加温した pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝液 8.6 mL を添加した。次に、直
径 1.4 cm（貼付面積: 1.54 cm2）に切り取ったニコチンテープまたはリドカイン
テープをそれぞれの YMP skin の表皮側に適用した。適用後、拡散セルは直ちに
32℃に設定した CO2 インキュベータ（湿度: 80 ± 10%）に入れ、レシーバー相を
マグネチックスターラーで撹拌した。Split YMP skin を用いた場合は適用後 1、2、
3、4、6、8、10、12 および 24 時間、stripped/split YMP skin を用いた場合は適用
後 0.17、0.33、0.5、0.75、1、2、3、4、6、8 および 10 時間に 1 mL のレシーバ
ー溶液を採取し、同時に同容量の 32 ℃に保温した pH7.4、0.1 mol/L リン酸緩衝
液を補充した。採取した試料は測定まで -80℃で保存した。 
 
4.  ニコチンおよびリドカインの濃度測定法 
経時的に採取したレシーバー溶液 50 μL に内標準物質[（ニコチン分析用とし
てアテノロール（0.25 μg/mL）、リドカイン分析用としてプロプラノール（0.25 
μg/mL）]を含んだアセトニトリル/メタノール混液（9/1，v/v）200 μL を加え、
混合し、遠心分離（4℃，3,600×g，10 分間）した。その上清 0.5 μL を液体クロ
マトグラフ－タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）の測定試料とした。 
LC-MS/MS は LC-20AD HPLC システム（島津製作所，京都）と API4000（AB 
Sciex, Foster City, CA, U.S.A.）を用いた。 




条件で溶離した。0－3.00 分: 移動相 B（2% → 98%，linear gradient）、3.01－3.50
分: 移動相 B（98%）、3.51－4.00 分: 移動相 B（2%）、流速は 1.0 mL/min とした。
イオン化法は ESI 法で行い、ポジティブイオンモードで検出した。ニコチンの
モニタリングイオンは m/z 163 → m/z 130、アテノロールのモニタリングイオン
は m/z 267 → m/z 190 とした。ニコチン濃度測定の検量線範囲は 0.01～10 μg/mL
であった。 
リドカインの分析条件は、分析カラムとして Shim-pack XR-ODS（2.2 μm, 3 × 30 
mm; 島津製作所）を用い、カラム温度は 50℃とした。0.1%ギ酸水溶液（A）と
アセトニトリル（B）を使用し、以下のグラジエント条件で溶離した。0－1.00
分: 移動相 B（2% → 80%，linear gradient）、1.01－1.30 分: 移動相 B（98%）、
1.31－1.70 分: 移動相 B（2%）、流速は 1.3 mL/min とした。イオン化法は ESI 法
で行い、ポジティブイオンモードで検出した。リドカインのモニタリングイオ
ンは m/z 235 → m/z 86、プロプラノロールのモニタリングイオンは m/z 260 →m/z 
116 とした。リドカイン濃度測定の検量線範囲は 0.01～10 μg/mL であった。 
 
5.  In vitro 皮膚透過パラメータの解析 
ニコチンテープを split および stripped/split YMP skin に適用した際のニコチン
の透過速度（µg/cm2/h）は、累積皮膚透過量－時間プロファイルのそれぞれ 4～
8 時間および 0.17～0.5 時間の傾きから算出し、その直線と x 軸の交点を Lag time
（h）とした。 
リドカインテープを split および stripped/split YMP skin に適用した際のリドカ
インの透過速度（µg/cm2/h）は、累積皮膚透過量－時間プロファイルのそれぞれ
89 
6～10 時間および 0.75～2 時間の傾きから算出し、その直線と x 軸の交点を Lag 
time（h）とした。  
 また、SKIN-CAD® (ver. 6)に in vitro split および stripped/split YMP skin 透過試験
より得られたニコチンまたはリドカインの透過速度および Lag time を入力し、
ニコチンおよびリドカインの Dsc、Dved、 Ksc/ved および Cs を算出した。その際、
YMP の皮膚厚（実測値）は 0.42 mm（ニコチンテープ）および 0.43 mm（リド
カインテープ）、YMP の角層厚（実測値）は 18.3 μm（ニコチンテープ）および
20.0 μm（リドカインテープ）を使用した。  
 
6. ヒト血中濃度の予測（ニコチンテープ） 
理論で示した方法論により、Urae ら 83) が報告したニコチンテープをヒトに
24 時間適用した後 36 時間までの血漿中ニコチン濃度推移を予測した。さらに、
ニコチンの薬物動態パラメータ（Cmax、tmax および AUC0-36h）の予測値を算出し、
Urae ら 83)が報告したヒト薬物動態パラメータ（実測値）と比較した。 
SKIN-CAD® に入力したパラメータは、本試験で得られた in vitro 皮膚透過パラ
メータ（Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs）、Benowitz ら 88)が報告したニコチンをヒト
に静脈内投与した後の薬物動態パラメータ（Table 13）、 Schafer ら 50)および
Bronaugh ら 51) が報告したヒト皮膚表面から毛細血管までの距離（0.20 mm）、
ヒトに適用した TTS の面積（20 cm2）およびヒト角層厚に YMP の角層厚の実測
値 18.3 μm を入力した。 なお、Jane ら 90)の報告より、Urae ら 83)が実施したヒト
薬物動態試験時のニコチンテープの貼付部位（ヒト上腕部）の角層厚は、18.3 μm




Table 13 Pharmacokinetic parameters of nicotine after intravenous infusion in 
human a) 
Drugs
V 1 (L) 58.0
V 2 (L) 138
k el (h-1) 1.18
k 12 (h-1) 2.96




V1 and V2: distribution volumes in the compartments. 
kel: elimination rate constant. 
k12 and k21: transfer rate constants between the compartments. 


















を 4 時間適用した後 24 時間までの血清中リドカイン濃度推移を予測した。さら
に、リドカインの薬物動態パラメータ（Cmax、tmax および AUC0-24h）の予測値を
算出し、Yokota ら 84)が報告したヒト薬物動態パラメータ（実測値）と比較した。 
SKIN-CAD® に入力した固定パラメータとして、本試験で得られた in vitro 皮
膚透過パラメータ（Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs）、Olkkola ら 89)が報告したリド
カインの静脈内投与後の薬物動態パラメータ（Table 14）、 Schafer ら 50)および
Bronaugh ら 51) が報告したヒト皮膚表面から毛細血管までの距離（0.20 mm）お
よびヒトに適用したテープ剤の面積（30 cm2）を使用した。 
また、ヒトの角層厚を変動パラメータとし、YMP の角層厚の実測値 20.0 μm














Table 14 Pharmacokinetic parameters of lidocaine after intravenous infusion in 
human a) 
Drugs
V d (L) 142




Vd: distribution volume. 
kel: elimination rate constant. 



















第 3 節 結果 
 
1. In vitro YMP 皮膚透過試験（ニコチンテープ） 
Split または stripped/split YMP skin を介したニコチンの累積皮膚透過量－時間
曲線を Fig. 19 に、透過速度および Lag time を Table 15 に示す。Split YMP skin
を介したニコチンの透過率（0-24 h）は 87.7 ± 16.8 %、stripped/split YMP skin を
介した透過率（0-10 h）は 109.0 ± 7.8 %であった。Split YMP skin 透過試験から
得られた透過速度（4-8 h）および Lag time は、82.9 ± 16.8 μg/cm2/h および 1.54 ± 
0.16 h であった。Stripped/split YMP skin 透過試験から得られた透過速度（0.17-0.5 
h）およびLag timeは619 ± 23.6 μg/cm2/hおよび0.10 ± 0.02 hとなり、split YMP skin
の透過速度および Lag time に対する stripped/split YMP skin の透過速度および
Lag time は 7.5 および 0.06 倍であった。  
また、SKIN-CAD®により算出した Dsc、Dved、Ksc/ved および Csを Table 16 に示
す。ニコチンの Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs は、1.55×10-10 cm2/s、7.47×10-7 cm2/s、
3.39×10 および 3.14×105 μg/mL であった。なお、ニコチンテープを適用した後 8
～24 時間の透過速度（8-24 h）は 62.9 ± 7.99 μg/cm2/h となり、透過速度（4-8 h）
より低下したことから、ニコチンテープをヒトに適用した後 8～24 時間の血中































Fig. 19  Time course for cumulative amount of nicotine through split or 

















Table 15  Permeation rate and lag time of nicotine through split or stripped/split 
YMP skin after topical application of nicotine tape  
Drugs
Permeation rate (µg/cm2/h) 82.9 ± 16.8 1) 619 ± 23.6 2)





Each value represents the mean ± S.D. (n=3)． 
Permeation rate was calculated from time ranges as follows: 
1): 4 to 8 h 
2): 0.17 to 0.5 h． 
 
 
Table 16  Permeation parameters of nicotine through split YMP skin after topical 
application of nicotine tape  
Drugs
D sc (cm2/s) 1.55×10-10
D ved (cm2/s) 7.47×10-7
K sc/ved    (-) 3.39×10




Permeation parameters were calculated by SKIN-CAD®. 
Dsc: diffusion coefficient in stratum corneum. 
Dved: diffusion coefficient in vaiable epidermis and dermis. 
Ksc/ved: partition coefficient in stratum corneum/vaiable epidermis and dermis.  
Cs: skin surface concentration. 
Thickness skin: 0.42 mm.  







2. In vitro YMP 皮膚透過試験（リドカインテープ） 
Split または stripped/split YMP skin を介したリドカインの累積皮膚透過量－
時間曲線を Fig. 20 に、透過速度および Lag time を Table 17 に示す。Split YMP skin
を介したリドカインの透過率（0-24 h）は 26.9 ± 3.9 %、stripped/split YMP skin を
介した透過率（0-10 h）は 87.3 ± 7.7 %であった。Split YMP 皮膚透過試験から得
られた透過速度（6-10 h）および Lag time は、12.8 ± 2.08 μg/cm2/h および 2.92 ± 1.51 
h であった。Stripped/split 皮膚透過試験から得られた透過速度（0.75-2 h）および
Lag time は 316 ± 106 μg/cm2/h および 0.09 ± 0.06 h となり、stripped/split skin の透
過速度および Lag time は split skin の 24.7 および 0.03 倍であった。 
また、SKIN-CAD®により算出した Dsc、Dved、Ksc/ved および Csを Table 18 に示
す。リドカインの Dsc、Dved、Ksc/ved および Csは、7.54×10-11 cm2/s、8.55×10-7 cm2/s、



























Fig. 20  Time course for cumulative amount of lidocaine through split or 
able 17  Permeation rate and lag time of lidocaine through split or stripped/split 
stripped/split YMP skin after topical application of lidocaine tape.   




YMP skin after topical application of lidocaine tape 
Drugs
Permeation rate (µg/cm2/h) 12.8 ± 2.08 1) 316 ± 106 2)





Each value represents the mean ± S.D. (n=3) 
ges as follows: 
h． 
Permeation rate was calculated from time ran
1): 6 to10 h 





Table 18  Permeation parameters of lidocaine through split YMP skin after 
topical application of lidocaine tape 
Drugs
D sc (cm2/s) 7.54×10-11
D ved (cm2/s) 8.55×10-7
K sc/ved    (-) 2.34×10




Permeation parameters were calculated by SKIN-CAD®. 
D : diffusion coefficient in stratum corneum. 
. 
c/v d dermis. 
.0 μm.  
sc
D : diffusion coefficient in vaiable epidermis and dermisved
Ks ed: partition coefficient in stratum corneum/vaiable epidermis an
: skCs in surface concentration. 
Thickness skin: 0.43 mm.  


























Table 20 に示す。  
の角層厚の実測値 18.3 μm をヒト角層厚として予測した血漿中ニコチン
濃度は、実測値（文献値） 予測さ
れた Cmax、tmax および AUC0-36h はそれぞれ 23.4 ng/mL、9.0 h および 561 ng・h/mL
となり、実測値の 0.9～ あった。  
 







Table 19 Input parameters for prediction of pharmacokinetic profiles of nicotine 
tape in human 
Predict-1
A (cm2) 20
l sc (cm) 1.83×10-3
l w (cm) 2.00×10-2
D sc (cm2/s) 1.55×10-10
D ved (cm2/s) 7.47×10-7
K sc/ved (-) 3.39×10
C s (µg/mL) 3.14×105
V 1 (mL) 5.80×104
V 2 (mL) 1.35×105
k el (s-1) 3.28×10-4
k 12 (s-1) 8.22×10-4
k 21 (s-1) 3.58×10-4





A: area of TTS. 
lsc: thickness of stratum corneum. 
lw: distance to dermal microcirculation. 
Dsc and Dved: diffusion coefficient in stratum corneum and vaiable epidermis and 
dermis. 
Ksc/ved: partition coefficient in stratum corneum/vaiable epidermis and dermis. 
Cs: skin surface concentration. 
V1 and V2: distribution volumes in the compartments. 
kel: elimination rate constant. 
k12 and k21: transfer rate constants between the compartments. 


















Fig. 21  Predicted and observed a) plasma concentrations of nicotine after topical 






















Each observed value represents the mean + S.D. (n=12) 
Stratum corneum thickness: 18.3 μm (predict-1) 
 a): Data from Urae et al. 83)   
 
 
Table 20  Predicted pharmacokinetic parameters of nicotine after topical 










Predicted 18.3 23.4 (1.1) 9.0 (0.9) 561 (1.2)







Ratio: predicted data/observed data 





SKIN-CAD®に入力したパラメータを Table 21 に、リドカインテープ（18 mg、
2 枚）をヒトに 4 時間適用した後のヒト血清中リドカイン濃度の予測値を Fig. 22
に示す。また、予測値から算出した薬物動態パラメータ（Cmax、tmax および
AUC0-24h）を Table 22 に示す。 




清中濃度と同様の推移を示し、predict-2 の Cmax、tmax および AUC0-24h はそれぞ
れ 9.70 ng/mL、6.0 h および 90.1 ng・h/mL となり、実測値の 0.7～1.0 倍であった。 
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Table 21  Input parameters for prediction of pharmacokinetic profiles of 
lidocaine tape in human 
Predict-1 Predict-2
A (cm2) 30 　　→
l sc (cm) 2.00×10-3 1.40×10-3
l w (cm) 2.00×10-2 　　→
D sc (cm2/s) 7.54×10-11 　　→
D ved (cm2/s) 8.55×10-7 　　→
K sc/ved  (-) 2.34×10 　　→
C s (µg/mL) 9.83×104 　　→
Vd (mL) 1.42×105 　　→





A: area of Tape. 
lsc: thickness of stratum corneum. 
lw: distance to dermal microcirculation. 
Dsc and Dved: diffusion coefficient in stratum corneum and vaiable epidermis and 
dermis. 
Ksc/ved: partition coefficient in stratum corneum/vaiable epidermis and dermis. 
Cs: skin surface concentration. 
Vd: distribution volume. 
kel: elimination rate constant. 









































Fig. 22  Predicted and observed a) plasma concentrations of nicotine after topical 
application of lidocaine tape.  
Each observed value a) represents the mean + S.D. (n=5). 
Stratum corneum thickness: 20.0 μm (predict-1) or 14.0 μm (predict-2).  
a): Data from Yokota et al. 84) 
 
 
Table 22 Predicted pharmacokinetic parameters of lidocaine after topical 










Predict-1 18.3 7.1 (0.5) 7.0 (1.1) 82.6 (0.9)
Predict-2 14.0 9.7 (0.7) 6.0 (1.0) 90.1 (1.0)






Ratio: predicted data/observed data. 
a): Data from Yokota et al. 84) and each value represents the mean ± S.D. (n=5). 
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物皮膚が広く使用されている。動物皮膚を用いた in vitro 透過パラメータから
TTS をヒトに適用した後の血中濃度推移が予測できれば、TTS の開発期間は飛
躍的に短縮されるが、現在までに in vivo ヒト経皮吸収性を予測した報告はほと
んどなく、予測法の確立が期待されていた。 




Mori ら 85)は薬物の皮膚透過モデルと体内動態モデルを組み合わせ、in vitro 皮膚
透過パラメータから in vivo 血中濃度を予測する SKIN-CAD®を開発した。2002
年、Kawamata ら 49)はその SKIN-CAD®を用いて GTS-21 TTS の in vitro ヘアレス
ラット皮膚透過パラメータから GTS-21 TTS をヘアレスラットに適用した後の
血漿中濃度予測性について検討し、血漿中 GTS-21 濃度の予測値は実測値（in 
vivo）より低かったと報告している。著者は、Sato ら 65)および Kawamata ら 49)
の予測性が十分でなかった理由は、in vitro 透過試験に用いたヘアレスラットの
皮膚厚が in vivo 経皮吸収速度を予測するには最適でなかったためと考えている。 
2004 年の OECD ガイドライン 48)では、脂溶性薬物の皮膚透過性は皮膚厚の影響
を受けるため、in vitro 透過試験に使用する皮膚厚は 1 mm 以下であることが望
ましいと述べている。また、Bronaugh ら 51)はヒト皮膚表面に適用した薬物は皮
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膚表面から約 0.2 mm の毛細血管から吸収されると報告している。さらに数名の
研究者は、脂溶性薬物の in vitro 皮膚透過速度と in vivo 経皮吸収性の比較にお
いて epidermis を介した薬物の in vivo 透過速度は過大評価、intact skin を介した
薬物の in vivo 透過速度は過小評価になると報告している 52-55)。本研究の第 1 編
58)において、薬物の in vitro 皮膚透過性における皮膚厚の影響を検討し、in vivo 条
件を反映した in vitro 皮膚透過試験を実施するためには、角層より下層を可能な
限り薄くスプリットした皮膚（皮膚厚：約 0.4 mm）を in vitro 透過試験に使用
することが現時点において最良の方法であることを明らかにした。本編では in 
vitro split YMP皮膚透過パラメータから in vivoヒト血中濃度推移を予測すること
を試みた。 
ニコチンテープにおいて、split YMP skin から算出した in vitro 透過パラメータ
（Dsc、Dved、Kved/scおよび Cs）とヒトの角層厚として YMP の角層厚 18.3 μm（実
測値）を用いて予測したニコチンテープをヒトに適用した後の血漿中ニコチン
濃度推移は、実測値（文献値）83)とほぼ同様であった。このことから、YMP 皮
膚を介した in vitro 透過パラメータ（Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs）は、ヒト皮膚
を介した in vitro 透過パラメータとほぼ同じであると推測された。 
一方、リドカインテープにおいて、split YMP skin から算出した in vitro 透過パ









ープにおいても、YMP 皮膚を介した in vitro 透過パラメータ（Dsc、Dved、Ksc/ved お




YMP 背部皮膚の角層厚は約 20 μm22, 76)と安定しているのに対して、ヒト皮膚







以上のことから、TTS を split (0.4 mm) YMP skin に適用して得た in vitro 透過



















Fig. 23  Predicted and observed a) plasma concentrations of nicotine after topical 

























Each observed value represents the mean + S.D. (n=12). 
Stratum corneum thickness: 15.0 μm and 11.0 μm. 













第 5 節 小括 
 









皮膚に適用して得た in vitro 透過パラメータ（Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs）は、
各テープ剤をヒト上腕または上肢内側に適用して得られる in vitro 透過パラメー
タとほぼ同じであると推測された。YMP 皮膚とヒト皮膚とのバリア能の違いは、
角層厚の違いによって説明可能と考えられた。 
以上、TTSの製剤設計において、YMP皮膚の厚みを調整した split (0.4 mm) YMP 










TTS および局所作用型製剤を開発するために、製剤設計の一環として in vitro 
透過試験が実施されている。In vivo ヒト経皮吸収性を予測するための in vitro 皮
膚透過試験には摘出ヒト皮膚を用いることが最良の方法と考えられている。し
かしながら、国内では皮膚の入手量の制限、皮膚の個体間変動の問題があるた
め、ヒト皮膚の代替として動物皮膚を用いた in vitro 透過試験が広く実施されて
いる。そのため、薬物の in vitro 皮膚透過試験に使用する皮膚の選定基準は不明
瞭であり、in vivo ヒト経皮吸収性をより精度良く、より効率的に予測できる新
たな in vitro 皮膚透過試験の方法論の確立が期待されている。 
本研究では、薬物の in vivo ヒト経皮吸収性を予測するための動物皮膚の有用
性について、SD ラットおよび YMP 皮膚を用いて検討した。はじめに、皮膚厚
を調整した SD ラットまたは YMP 皮膚を介したモデル 3 薬物の透過性における
皮膚厚の影響を定量的に評価し、in vivo 条件を反映した皮膚厚を検討した。次
に、ヒト、SD ラットおよび YMP 皮膚を介したモデル 3 薬物の in vitro 透過試験
を実施し、モデル 3 薬物における in vitro ヒト、SD ラットまたは YMP 皮膚透過
性の個体内および個体間変動を評価した。また、薬物の in vitro SD ラットまたは
YMP 皮膚透過性からヒト皮膚透過性の予測性について検討した。さらに、TTS
を用いた in vitro YMP 皮膚透過パラメータから TTS をヒトに適用した後の血中
濃度の予測性に関して検討した。 
 
第 1編 薬物の in vitro SDラットまたはYMP皮膚透過性における皮膚厚の影響 
YMP 背部皮膚シートの皮膚厚は、ほぼ一定（約 3.0 mm）であったが、背部以
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外の部位では背部皮膚より薄く一定の厚さではなかった。また、角層厚は部位
間で大きな違いはなく約 20 μm であった。YMP 皮膚では背部皮膚が in vitro 透
過試験に最も良いと考えられた。 
異なる物理化学的性質を持つモデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）を用い、
薬物の皮膚透過性における皮膚厚の影響を in vitro SD ラットおよび YMP 皮膚透
過試験により評価した。モデル 3 薬物の in vitro SD ラットまたは YMP 皮膚透
過性は、皮膚（角層より下層）厚の減少に伴って上昇し、その変化は SD ラッ
ト皮膚より YMP 皮膚で大きく、脂溶性薬物である ISDN および FP に著しい変
化が認められた。 
以上、モデル 3 薬物の SD ラット皮膚透過性に及ぼす皮膚（角層より下層）厚
の影響は僅かであり、実験の操作性および皮膚厚調整時の皮膚損傷を防ぐため
に、in vitro SD ラット皮膚透過試験においては intact skin を用いることが良いと
判断した。一方、in vitro YMP 皮膚透過性から in vivo ヒト経皮吸収性を予測する
ためには、皮膚（角層より下層）抵抗が in vivo 条件に見合った split (0.4 mm) YMP 
skin の使用が推奨された。 
 
第 2 編 In vitro 皮膚透過性研究におけるヒト皮膚に代わる動物皮膚の有用性 
第 1 章では薬物のヒト皮膚透過性の個体内および個体間変動を検証した。縦
型拡散セルを用いてモデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）の in vitro ヒト皮膚透
過試験を実施した。ヒト皮膚を介したモデル 3 薬物の透過速度を算出し、皮膚
透過性の変動パラメータとしてそれらの CV%を評価した。モデル 3 薬物におけ
る in vitro ヒト皮膚透過性の個体内変動は最大 55.5%、個体間変動は最大 65.0%
と大きかった。外用剤の製剤設計において薬物または製剤間の僅かな皮膚透過
性の差を明らかにするためには、薬物の in vitro 皮膚透過性の変動がヒト皮膚よ
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り小さい実験動物の皮膚を用いた in vitro 透過試験法も積極的に利用していくこ
とが必要と考えられた。 
第 2 章では、凍結 SD ラット皮膚または新鮮 SD ラット皮膚を介したモデル 3
薬物（NR、ISDN および FP）の in vitro 透過試験を実施し、モデル 3 薬物の in vitro
皮膚透過性における皮膚凍結の影響を検討した。凍結 SD ラット皮膚と新鮮 SD
ラット皮膚の in vitro 透過性に有意差は認められず、モデル 3 薬物の in vitro SD
ラット皮膚透過性における皮膚凍結の影響はなかった。 
また、第 1 章で検討したモデル 3 薬物における in vitro ヒト皮膚透過性の個体
内および個体間変動と in vitro 凍結 SD ラット皮膚透過性の個体間変動を比較し
た。さらに、モデル 3 薬物の in vitro SD ラット皮膚透過性からヒト皮膚透過性の
予測性について検討した。モデル 3 薬物における in vitro SD ラット皮膚透過性の
個体間変動（最大 25.9%）は、in vitro ヒト皮膚透過性の個体内（最大 55.5%）お
よび個体間変動（最大 65.0%）より著しく小さかった。さらに、凍結 SD ラット




第 3 章では、第 1 編および第 2 編 1 章のヒト皮膚と同様に、皮膚（角層より
下層）厚の影響を出来る限り抑えた split (0.4 mm) YMP skin を用い、モデル 3 薬
物における in vitro YMP 皮膚透過性の個体内および個体間変動と in vitro ヒト皮
膚透過性の個体内および個体間変動を比較した。さらに、in vitro YMP 皮膚透過
性からヒト皮膚透過性の予測性について検討した。 
モデル 3 薬物（NR、ISDN および FP）における in vitro YMP 皮膚透過性の個








以上、モデル 3 薬物の in vitro ヒト、SD ラットまたは YMP 皮膚透過性におけ





第 3 編 YMP 皮膚を介した in vitro 透過性からニコチンテープまたはリドカイ
ンテープをヒトに適用した後の血中濃度の予測 
これまでの本研究の結果より、皮膚（角層の下層）厚の影響を出来る限り抑
えた split (0.4 mm) YMP skin を用い、in vitro split YMP 皮膚透過パラメータから
ヒト血中濃度の予測性について検討した。なお、血中濃度予測にはヒトと YMP
の角層厚の違いを補正して血中濃度を予測できる SKIN-CAD® を使用した。 










in vitro 透過パラメータ（Dsc、Dved、Ksc/ved および Cs）は各テープをヒト上腕また
は上肢内側に適用して得られる in vitro 透過パラメータとほぼ同じであると推測
された。YMP 皮膚とヒト皮膚とのバリア能の違いは、角層厚の違いによって説
明可能と考えられた。 
以上、TTSの製剤設計において、YMP皮膚の厚みを調整した split (0.4 mm) YMP 




 以上 3 編にわたる検討により、本研究で見出した結果は、TTS および局所型
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